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Resumo

Os cagados sdo queldnios de agua doce pertencentes a subordem Pleurodira, estdo incluidos na
familia Chelidae que atualmente est4 representada por 56 espécies. O género Phrynops endémico
da América do Sul possui quatro espécies nominais: Phrynops geoffroanus, P. hilarii, P.
tuberosus e P. williamsi, a primeira espécie apresenta a maior distribuicdo geografica entre todos
os representantes da familia Chelidae. Distribuindo-se desde o sul da Venezuela ao norte da
Argentina. Considerando sua ampla distribuicdo geografica diversos autores tem indicado a
possivel existéncia de um complexo de espécies que sera fracionado em entidades distintas. A
unica reavaliagdo do género Phrynops ocorreu no inicio dos anos 2000. Entre os anos de 2010 e
2015 foi coletado 223 espécimes provenientes de todas as regides do Brasil, norte, nordeste,
centro-oeste, sudeste e sul abrangendo grande parte de sua distribuicdo geografica atualmente
conhecida. As coletas foram realizadas utilizando diversos métodos de coleta como armadilhas
do tipo covo “hoop traps”, malhadeiras “trammel nets”, anzois (esperas) e malhadeiras. Dados
morfométricos e moleculares (genes mitocondriais, nucleares — dados gendmicos) tem sido
ferramentas importantes para auxiliar na delimita¢do de linhagens evolutivas distintas e os seus
respectivos limites de distribuicdo geografica. Utilizando sequenciamento do mtDNA dos genes
16S, Citocromo b e Citocromo oxidase I com o intuito de estudar e revelar os padrdes de
diversidade genética de P. geoffroanus para testar a existéncia de diversidade criptica. Através
de analises genética utilizando dados concatenados dos genes mitocondriais foi possivel observar
a distingdo de cinco linhagens. Dados morfoldgicos também auxiliaram na distingdo de
agrupamentos formados pelas formas morfométricas dos espécimes estudados. Sugerimos a
existéncia de diversidade criptica em P. geoffroanus que possivelmente venha ser fracionado em
outras entidades taxonomicas.

Palavras-chave: Chelidae, Phrynops geoffroanus, mtDNA, linhagens evolutivas, diversidade

genética.
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Abstract

Turtles are freshwater turtles belonging to the Pleurodira suborder, are included in the family
Chelidae that at present is represented by 56 species. The genus Phrynops endemic to South
America has four nominal species: Phrynops geoffroanus, P. hilarii, P. tuberosus and P.
williamsi, the first species has the largest geographical distribution among all representatives of
the family Chelidae. It is distributed from the south of Venezuela to the north of Argentina.
Considering its wide geographical distribution, several authors have indicated the possible
existence of a complex of species that will be divided into distinct entities. The only reappraisal
of the genus Phrynops occurred in the early 2000s. Between 2010 and 2015, 223 specimens from
all regions of Brazil, north, north-east, central-west, southeast and south were collected covering
much of their geographic distribution currently known. The samples were collected using a
variety of collecting methods such as "hoop traps" traps, trammel nets, hooks, and sanders.
Morphometric and molecular data (mitochondrial genes, nuclear - genomic data) have been
important tools to help delineate distinct evolutionary lineages and their respective geographical
distribution boundaries. Using mtDNA sequencing of the 16S, Cytochrome b and Cytochrome
oxidase I genes with the aim of studying and revealing the genetic diversity patterns of P.
geoffroanus to test the existence of cryptic diversity. Through genetic analysis using
concatenated data of the mitochondrial genes it was possible to observe the distinction of four
lineages. Morphological data also helped to distinguish clusters formed by the morphometric
forms of the specimens studied. We suggest the existence of cryptic diversity in P. geoffroanus

that may possibly be fractionated in other taxonomic entities.
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INTRODUCAO

Quelonios

Os quelonios constituem todas as tartarugas marinhas, terrestres (jabutis) e de agua doce
(cagados), sao facilmente distinguidos das demais espécies de répteis devido a presenca de uma
carapaca que envolve a cintura pélvica e escapular (Zug et al. 2001). Sdo animais ectotérmicos,
diurnos e todas as espécies sdo oviparas. S3o generalistas quanto a alimentacdo e apresentam
baixa taxa de crescimento, requerendo longos periodos pra atingir a maturidade sexual (Pough et
al. 2008).

Estima-se que os ancestrais mais antigos dos quelonios tenham surgido no Triassico
superior (~260 milhdes de anos), e Eunotosaurus africanus (Figura 1) ¢ atualmente reconhecido
como a espécie ancestral mais antiga do grupo, devido a caracteristicas morfologicas

exclusivamente derivada com as tartarugas (e.g Li et al. 2008; Lyson et al. 2013; 2014).

o
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Figura 1. Imagem do aspecto de como era o ancestral mais antigo das tartarugas Eutonosaurus

africanus. Fonte: www.wikipedia.com.br

Populagdes de quelonios foram estabelecidas com sucesso em diversos tipos de hébitats a
partir do Tridssico, e desde entdo sofreram poucas modificagdes morfologicas. De modo geral, a
morfologia desse grupo ¢ Unica entre os vertebrados, porque combina caracteres ancestrais,

como numero reduzido de vértebras e a fusdo das costelas (Pough et al. 2008; Lyson et al. 2013)
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sendo altamente especializados, sua carapaca ¢ recoberta por ossos, com patas dentro das
costelas e com bico corneos em vez de dentes (Pough et al. 2008).

O surgimento da carapacga foi fundamental no sucesso evolutivo do grupo, porque reduziu
significativamente a pressdo de predacdo. Por outro lado, também limitou a diversificagdo de
espécies, considerando que tartarugas voadoras ou planadoras nunca existiram, ¢ mesmo o hébito
arboricola ndo se desenvolveu (Pough et al. 2008).

A ordem Testudines Batsch, 1788 inclui todas as espécies de quelonios viventes, esta
dividida em duas subordens: Cryptodira e Pleurodira, diferenciando-se principalmente pelo
mecanismo de retragdo do pescoco para dentro da carapaga, onde os Cryptodira (Grego, crypto =
encondido, dire = pescogo) retraem o pesco¢o em plano vertical, enquanto que os Pleurodira
(Grego, pleuro = lado, dire = pescogo) possuem retracao do pescoco lateral Pough et al. 2008).

Atualmente existem 335 espécies de quelonios (Van Dijk et al. 2014) reconhecidas pelo
grupo de trabalho em taxonomia de tartarugas (TTWG — Turtle Taxonomy Working Group), as
quais estdo alocadas em 11 familias da subordem Cryptodira (retracdo vertical do pescogo) e trés
familias da subordem Pleurodira (retracdo lateral do pescogo) (Pough ef al. 2008). A subordem
Cryptodira est4 distribuida por todos os continentes, representada por 253 espécies, incluindo
tartarugas marinhas, tartarugas de dgua doce e jabutis (terrestres), enquanto que a subordem
Pleurodira ¢ representada por apenas 82 espécies de tartarugas de dgua doce, com distribuicdo
restrita ao hemisfério sul (Van Dijk et al. 2014).

Apesar de alguns grupos de queldnios serem amplamente distribuidos, a ordem como um
todo ¢ considerada como a mais ameacada de extin¢gdo dentre os vertebrados, com mais de 60%
das espécies ameacadas por fatores como perda de habitats, comércio ilegal para pet, consumo
de carne e utilizagdo de varias partes do corpo na medicina tradicional (Gibbons et al. 2000;
Moll & Moll 2004; Bour 2008; Van Dijk et al. 2014).

Devido as crescentes ameacas a biodiversidade global e de insuficientes politicas para

reduzir a perda de biodiversidade, um grupo de especialistas analisou a riqueza e o endemismo



das tartarugas e cdgados de agua doce e identificou 16 hotspots nas principais areas prioritarias
de conservagdo da biodiversidade em paises com maior riqueza de tartarugas. A identificagdo
destas areas prioritarias de conservagdo e dos paises devem ajudar na conservacao das tartarugas
em todo o mundo (Mittermeier et al. 2015).

Diante deste cenario investigar a diversidade genética e realizar a revisdo taxonOmica de
uma espécie amplamente distribuida no Brasil (Phrynops geoffroanus) e que ocorre em distintos

biomas no Brasil se faz necessario para desvendar se este taxon abriga diversidade subestimada.

Familia Chelidae

A familia Chelidae Gray, 1825 ¢ um grupo de tartarugas que reune espécies estritamente
aquaticas e semi-aquaticas, de pequeno a grande porte, distribuidas na América do Sul e
Australésia (Figura 2) (Pritchard & Trebbau 1984; Iverson 1992; Rueda-Almonacid ef al. 2007;

Van Dijk et al. 2014; de la Fuente et al. 2014).

Figura 2. Distribuicdo global da familia Chelidae. Circulo pontilhado preto, destaque da
ocorréncia do grupo na América do Sul e Australdsia. Retirado e modificado de (de la Fuente et

al. 2014).



Seus registros fosseis sdo conhecidos desde cedo no Aptian-Albian da Patagdnia tendo
origem na Gondwana no periodo do Cretaceo inferior (Lapparent de Broin & de la Fuente 2001,
de la Fuente ef al. 2011) ¢ no Albian da Australia (Smith 2009; 2010).

Atualmente esta familia inclui 56 espécies, representando 68,2% da diversidade da
subordem Pleurodira (van Dijk et al. 2014). E a familia com maior diversidade de espécies de
tartarugas continentais, e esta representada na América do Sul (norte da Venezuela ao norte da
Argentina e Uruguai) pelos géneros Acanthochelys (duas spp.), Chelus (uma sp.), Hydromedusa
(duas spp.), Mesoclemmys (oito spp.), Phrynops (quatro spp.), Platemys (uma sp.) e Rhinemys
(uma sp.). Além dos géneros sulamericanos, outros oito géneros (Chelodina, Elseya, Elusor,
Emydura, Flaviemys, Myuchelys, Pseudemydura e Rheodytes) estdo distribuidos pela Australdsia
(Pritchard 1979; Ernest & Barbour 1989; Pritchard & Trebbau 1984; Iverson 1992; Rueda-
Almonacid et al. 2007; Morales-Betancourt ef al. 2012; Van Dijk et al. 2014, de la Fuente ef al.
2014).

Esta familia ¢ caracterizada por suas cabecas largas e pescogos longos, muito 1til para
capturar peixes e que dobram para um dos lados da carapaga ao contrario dos Podocnemididae,
membro da mesma subordem. Além disso a cabec¢a ndo € coberta por grandes escamas simétricas
e sim por pele e escamas menores, a cintura pélvica ¢ fusionada a carapaga, caracteristica distinta
dos criptodiros os quais a cintura pélvica se une por meio de ligamentos (Rueda-Almonacid et al.
2007; Morales-Betancourt et al. 2012). Além destas caracteristicas a familia apresenta duas
condi¢des autapomorficas principais: 1) inclui a formula da articulagdo das vertebras cervicais,
adjacente ao atlas biconvexo, trés opistocolicas, duas biconvexas, uma procoelosa, uma vertebra
biconcava e uma biconvexa e 2) desenvolvimento de uma emarginacao lateral da bochecha com

a perda do quadratojugal (Williams 1950; de la Fuente et al. 2014).



Género Phrynops

O género Phrynops Wagler, 1830 compreende quatro espécies de tartarugas endémicas
da América do Sul (Van Dijk et al. 2014). Duas delas possuem distribuicao restrita ao sul da
América do Sul, no sul do Paraguai, Argentina, Uruguai e sul do Brasil (P. hilarii e P.
williamsi), ou ao norte da América do Sul, no Escudo das Guianas no Brasil, Venezuela e
Colombia (P. tuberosus), e a espécie (Phrynops geoffroanus) possui a maior distribuicdo
geografica de todas as espécies da familia Chelidae, distribuindo-se desde o sul da Venezuela ao
norte da Argentina (Pritchard & Trebbau 1984; Rhodin & Mittermeier 1983; Ernest & Barbour
1989; Rueda-Almonacid et al. 2007; Cisneros-Heredia et al. 2006; Baldo et al. 2007; Vogt 2008;

Schneider ef al. 2011; Van Dijk et al. 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo geografica das quatro espécies do género Phrynops. 1) Phrynops

Y
"ﬂ Phrynops geoffroanus

williamsi; 2) P. hilarii; 3) P. tuberosus e 4) Phrynops geoffroanus. Modificado de (Van Dijk et
al.2014).

De fato, a historia taxondmica da ordem Pleurodira do Novo Mundo ainda é muito

confusa, em fung¢do da escassez de estudos sobre sistematica e taxonomia (McCord et al. 2001),
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principalmente das espécies do género Phrynops. Por exemplo, uma revisdo taxonomica de
Phrynops reduziu o nimero de espécies por sinonimizagao de 13 para apenas quatro (McCord et
al., 2001). Especificamente sobre Phrynops geoffroanus Schweigger, 1812 apesar de que autores
terem sugerido um complexo de espécies ao longo de décadas, evidéncias sobre a identidade
taxonomica de espécies adicionais nunca foram mostradas de forma robusta (Rhodin &

Mittermeier 1983; Rueda-Almonacid et al. 2007; Vogt 2008; Schneider et al. 2011).

Aspectos biologicos e distribuicdo geografica de Phrynops geoffroanus

Entre os membros da familia Chelidae Phrynops geoffroanus € a espécie mais facilmente
reconhecida, devido a presenca de uma carapaga oval e aplainada, de coloragdo marrom-escura a
preto, com estrias radiais claras e uma quilha central pouco acentuada (Ernst & Barbour 1989).
O plastrao possui coloracdo vermelho-alaranjada, com manchas pretas irregulares, presente nos
juvenis e que eventualmente desaparecem nos adultos (Rueda-Almonacid et al. 2007; Vogt
2008). Possui dimorfismo sexual bastante pronunciado em relagdo ao tamanho e peso, os machos
sdo menores que as fémeas, as quais podem atingir comprimento da carapaga maior ou igual >
390 mm e pesar mais de 2,5 kg (Vogt 2008).

A espécie ¢ conhecida popularmente por diversos nomes em diferentes regides do Brasil,
“cagado-de-barbicha”, “cédgado-de-barbelo”, “cangapara”, “capininga”, “tartaruga-pescoc¢o-de-
cobra”, “lala” e “cagado” (Figura 4).

Habita uma variedade de corpos d’agua, podendo ser encontrada em grandes rios, rios de
correnteza, pequenos corregos, lagoas, acudes e ainda em canais poluidos nos centros urbanos
(Rueda-Almonacid et al. 2007; Vogt 2008; Bujes 2010; Martins et al. 2010; Morales-Betancourt
et al. 2012). A espécie ¢ estritamente aqudtica, mas nas horas mais quentes do dia podem
termorregular sobre rochas e troncos de arvores caidas nas margens de corpos d’agua (Rueda-

Almonacid et al. 2007; Vogt 2008).



Figura 4. Espécime de Phrynops geoffroanus, macho adulto, coletado no rio Araguaia,

municipio de Barra do Gargas, estado do Mato Grosso.

E onivora, alimenta-se de frutos, sementes, folhas, fungos, insetos, crustaceos, moluscos
e peixes (Fachin-Terdn ef al. 1995; Vogt 2008). A reprodugdo ocorre durante a estacdo seca,
variando nas diferentes regides do Pais. A nidificagcdo ¢ feita em locais abertos, com solos
argilosos (barrancos), onde as fémeas cavam covas superficiais medindo entre 8 ¢ 10 cm de
profundidade. Até 28 ovos sdo depositados por ninho, os quais levam de 115 a 186 dias para
eclodir (Rueda-Almonacid ef al. 2007; Vogt 2008).

A espécie ¢ apreciada para alimentacdo em algumas regides no norte e nordeste do pais
por populagdes ribeirinhas, e sua banha ¢ utilizada na medicina tradicional (comun. pessoal.). Na
regido norte, as comunidades ribeirinhas relataram que tanto os ovos quanto a carne causam
reacdo alérgica (Vogt 2008).

Em territorio brasileiro Phrynops geoffroanus ocorre em biomas com caracteristicas
estruturais e clima bastante distintos (Iverson 1992; Fachin-Teran et al. 1995; Rueda-Almonacid
et al. 2007; Vogt 2008; Van Dijk et al. 2014), como as florestas imidas e densas da Amazodnia e

Mata Atlantica, e ambientes mais secos e abertos como a Caatinga e Cerrado.



Estudos genéticos em Phrynops geoffroanus

Diversos autores tém wusado diferentes abordagens moleculares para testar o
monofiletismo da familia Chelidae (e.g Seddon et al. 1997; Shaffer et al. 1997; Georges et al.
1998; Guillon et al. 2012) e do género Phrynops (e.g., Shaffer et al. 1997; Fujita et al. 2004;
Krenz et al. 2005; Shaffer & Thomson 2007; Friol 2014). No entanto, as relacdes filogenéticas
entre as populagdes que ocorrem ao longo de toda a distribuicdo geografica do género ainda sdo
pouco conhecidas.

Recentemente Friol (2014) realizou um estudo sobre filogenia do género Phrynops
utilizando dados morfométricos, osteoldgicos e moleculares (genes mitocondriais e nucleares)
abrangendo populagdes da espécie provenientes de todas as bacias hidrograficas brasileiras.
Neste estudo a autora concluiu que: 1) Phrynops (sensu stricto) representa um grupo
monofilético; 2) a partir dos dados moleculares concatenados Phrynops hilarii ficou posicionado
dentro do clado formado pelas populagdes de; 3) a populagdao de P. geoffroanus do Rio Doce
demonstrou ser claramente distinta das demais populagdes estudadas; 4) espécimes de Phrynops

williamsi proveniente do rio Iguacu separa-se do clado formado pela populacdo do rio dos Peixe.

Status de conservacio

O status de conservacdo de P. geoffroanus ainda ¢ deficiente devido a falta de
informagdes sobre as principais ameacas e declinio das populagdes que ocorrem ao longo de sua
distribui¢do geografica no Brasil.

Atualmente qualquer tomada de decisdo para conservacdo envolvendo P. geoffroanus
considera a espécie como uma Unica entidade bioldgica, ficando evidente a necessidade de
avaliar a diversidade neste taxon para reavaliacdo de seu status de conservagdo. A espécie ndo

esta classificada em nenhuma das categorias da [IUCN nem nos Apéndices da CITES.



OBJETIVOS
Objetivo geral
Realizar uma revisdo taxondmica e filogenética de populagdes reconhecidas como Phrynops

geoffroanus.

Objetivos especificos

- Testar e descrever padrdes morfologicos e filogenéticos em diferentes linhagens de P.
geoffroanus;

- Produzir uma hipétese filogenética para P. geoffroanus;

- Redefinir os limites de distribuicdo geografica para diferentes linhagens de P. geoffroanus.

Escopo da Tese

Esta tese esta dividida em trés capitulos, descritos a seguir. Todos eles estdo formatados
de acordo com as normas estabelecidas por cada periddico.

# Capitulo 1: investigamos a diversidade genética em Phrynops geoffroanus ao longo de
sua distribui¢do geografica. Foram utilizados marcadores mitocondriais para detectar
estruturacdo genética em linhagens independentes. Este capitulo serd submetido a revista
Chelonian Conservation and Biology.

# Capitulo 2: apresentamos um estudo sistematico de Phrynops geoffroanus baseado em
dados morfométricos, morfologicos e moleculares, com objetivo principal de elaborar uma
diagnose atualizada de populacdes que representam linhagens independentes e possiveis espécies
que compdem este complexo de espécies. Sdo discutidas as relagdes entre as entidades
taxondmicas observadas e suas respectivas distribui¢des geograficas. Esse capitulo sera
submetido a revista Zootaxa.

# Capitulo 3: desenvolvemos SNP’s nucleares para Phrynops geoffroanus, objetivando

identificar estrutura¢do genética, utilizando sequenciamento de nova geracdo com base em
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genotipagem pela plataforma Ion Torrent PGM. Esse capitulo estd publicado na Conservation

Genetic Resources.
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ABSTRACT. — Turtles are among the most endangered of the major groups of vertebrates
surpassing birds, mammals, fishes and amphibians. The genus Phrynops (Chelidae) currently
comprises four species distributed in South America Phrynops geoffroanus occurs from southern
Venezuela to northern Argentina, and it has been found in different biomes in Brazil. The
taxonomic status of this species has been questioned by several authors in relation to their
taxonomic identity, due to the vagueness in the definition of the type locality and morphological
variation along its wide geographical distribution. In this study, we analyzed an extensive set of
molecular data of P. geoffroanus collected throughout the geographic distribution of the species
in Brazil with the goal to access the phylogenetic status. We used mitochondrial markers 16S
mtDNA, cytochrome b (Cytb) and Cytochrome oxidase I (COI) to access the genetic diversity
within P. geoffroanus. We used Bayesian inference for phylogenetic reconstruction and
population structure analysis - BAPS, molecular analysis of variance — AMOVA, haplotype
network and genetic distance between groups and individuals to identify different biologicals
groups. We identified four distinct groups of P. geoffroanus, which are currently recognized as a
unique biological entity. Additionally, we show that environmental differences play an important
role in genetic differentiation between lineages. Based on the largest data set available for P.
geoffroanus, we identified that this taxon presents cryptic diversity, which reinforces the idea

that the biological diversity of fresh water turtles is often underestimated.

KEY WORDS: Mitochondrial markers, molecular analysis, Bayesian inference, cryptic diversity,

geographic distribution.
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INTRODUCAO

Os queldnios sdao um dos grupos de vertebrados mais ameagados do planeta com
aproximadamente 60% das espécies listadas atualmente como ameagadas de extingdo, superando
aves, mamiferos, peixes e anfibios (van Dijk et al. 2014). Assim existe um esfor¢o no sentido de
se conhecer mais sobre os diversos aspectos da biologia e ecologia das espécies deste grupo, os
quais somente recentemente incluem aspectos dos padrdes filogeograficos e de genética de
populacdes (Alacs et al. 2007) que sdo de fundamental importancia para o conhecimento da
diversidade do grupo.

Estudos filogenéticos utilizando marcadores moleculares tem mostrado que a diversidade
bioldgica pode ser subestimada pela inclusdo de populagdes geneticamente distintas em um
unico epipeto especifico (e.g. Guicking et al. 2009; Fouquet et al. 2014; Gehara et al. 2014;
Shamblin et al. 2015; Guarnizo et al. 2016). Assim o conhecimento dessa diversidade criptica ¢
prioritaria para a conservagdo, uma vez que espécies cripticas sdo unidades importantes da
diversidade e podem representar taxa ameagados, anteriormente desconhecidos (Georges e
Adams 1996; Georges et al. 1998; Walker et al. 1998; Fritz et al. 2005).

Neste contexto, utilizou-se o0 DNA mitocondrial para investigar padrdes da divergéncias
genéticas entre populagdes de uma tartaruga de agua doce, a qual ¢ amplamente distribuida pela
América do Sul e que possui variagdo morfoldgica regional evidente. A ampla distribuicao
geografica da espécie associada a alta tolerancia ecologica, faz desse grupo de organismos de
vida longa um excelente modelo para estudar genética da conservagao.

A espécie foco deste estudo pertence ao género Phrynops Wagler, 1830 que inclui
atualmente quatro espécies endémicas da América do Sul (McCord et al. 2001), com distribui¢ado
restrita ao sul do continente (Phrynops hilarii e Phrynops williamsi) ou ao Escudo das Guianas
(Phrynops tuberosus), ou distribui¢do ampla ao longo de diferentes biomas, desde o sul da
Venezuela ao norte da Argentina (Phrynops geoffroanus) (McCord et al. 2001; Van Dijk et al.

2014).
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Apesar de alguns autores considerarem P. geoffroanus um complexo de espécies que
compreende P. hilarii, P. williamsi e P. tuberosus (Rhodin e Mittermeier 1983), esse arranjo
taxondmico ¢ questionavel (Rueda-Almonacid et al. 2007). Particularmente para P. geoffroanus,
a extensa distribuicdo geografica, associada a variagao morfoldgica regional, gera duvidas sobre
a possivel existéncia de diversidade ndo reconhecida, evidenciadas por linhagens geneticamente
distintas e geograficamente estruturadas (Friol 2014).

Estudos sobre relagdes filogenéticas entre populagdes de P. geoffroanus ainda sao
escassos (e.g. Shaffer et al. 1997; Fujita et al. 2004; Krenz et al. 2005; Friol 2014). Além de
problemas taxondmicos, a falta de dados genéticos ao longo da distribui¢ao da espécie (Rueda-
almonacid et al. 2007; Vogt 2008) associada a dificuldade em delimitar linhagens evolutivas
independentes, gera um problema para a implementagdo de programas de conservagao.
Atualmente qualquer tomada de decisdo para conservagdo envolvendo P. geoffroanus considera
o taxon como uma unica entidade biologica, ficando evidente a necessidade de avaliar a
diversidade genética de distintas populagdes para reavaliar seu status de conservacgao.

No presente estudo nés amostramos P. geoffroanus em grande parte da area de sua
distribuicdo geografica no territorio brasileiro, com intuito de obtermos dados da estrutura
populacional intraespecifica e identificar possiveis linhagens evolutivas independentes. Devido
ao habito aquatico, nds esperavamos que diferentes linhagens evolutivas de P. geoffroanus
estivessem isoladas pelas bacias hidrograficas da América do Sul. Adicionalmente, porque a
espécie ocupa ambientes estruturalmente muito diferentes, nos esperamos que linhagens
provenientes de ambientes abertos (e.g. Cerrado e Caatinga) sejam filogeneticamente mais
proximas entre si do que em comparacdo a linhagens provenientes de florestas, e desta forma,
acreditavamos que qualquer estruturacdo observada poderia estar também relacionada a

diferentes biomas.
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MATERIAL E METODOS

Espécimes de Phrynops geoffroanus foram coletados em 24 localidades ao longo da
distribuicdo geografica do taxon no Brasil (Figura 1). As coletas foram realizadas entre 2010 e
2015 em diferentes bacias hidrograficas e biomas brasileiros. Foram sequenciados trés
individuos adicionais, provenientes de Corrientes, Argentina. Também amostramos P. tuberosus,
P. williamsi and P. hilarii. Adicionalmente, obtivemos uma sequéncia de P. hilarii (Genbank:

IN999705.2) para compor o banco de dados.

-75°0'0" -60°0'0" -45°0'0" -30°0'0"

0°0"0”

-15°0'0"

-75°0'0" -60°0'0" -45°00" -30°00"

Figura 1. Distribuicdo espacial das coletas de Phrynops geoffroanus. Os nimeros representam
cada uma das localidades amostradas. Sombreado em cinza, distribui¢do geografica atual da

espécie. Modificado de (Van Dijk et al. 2014).

Nos capturamos individuos utilizando seis métodos complementares: busca ativa e
captura com pugd (1,5 m de didmetro); armadilhas de anzol n° 6 sem ferrdo (linha de 0,50 mm),
contendo carne bovina como isca; malhadeiras Trammel net (Vogt 1980), com duas malhas
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externas ¢ uma interna, 100 m de comprimento por 2 m de largura; rede de espera, com
malhadeira de 70 mm entre nds opostos; armadilhas Hoop traps (Legler 1960), com uma ou duas
entradas e iscas de carne bovina.

O DNA gendmico foi extraido de tecido muscular conforme o protocolo de fenol /
cloroformio (Sambrook et al. 1989). A qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em gel
de agarose 1 %. As amostras foram quantificadas por meio de espectofotdmetro NanoDrop 2000,
para verificar a concentracao e qualidade do DNA.

Os fragmentos parciais dos genes 16S mtDNA, Citocromo b (Cytb) e Citocromo oxidase
I (COI) foram amplificados por PCR, utilizando a combinacdo dos seguintes primes,
respectivamente: 16Sar(L) e 16Sbr(H) (Palumbi 1996), L14725 (Paibo 1990), H 15573
(Taberlet et al. 1992) e LturtCOla, HturtCOla (Reid et al. 2011). As condi¢des de amplificagdo
da PCR para cada primer foram as seguintes: Para 16S — 92°C (1 min), 35 ciclos de 92°C (1
min), 50°C (40 s), 72°C (90 s), 72°C (5 min). O volume final do mix das rea¢gdes da PCR foi de
12 puL que continha, 4.8 uL ddH20, 1.5 pL de 25 mM MgCl,, 1.25 pL de dNTPs (10 mM), 1.25
pL de 10X (75 mM Tris HCI, 50 mM KCIl, 20 mM KCl,), 1 pL da solu¢dao de 2 mM de cada
primer, 0.3 pL. de Taq DNA Polimerase 5 U/uL e 1 pL. de DNA (50 ng/uL); Para Citocromo b
— 95°C (1 min), 35 ciclos de 95°C (10 s), 48°C (30 s), 72° C (40 s), 72°C (7 min). O volume
final do mix das reagdes da PCR foi de 15 puL. que continha, 6.2 L. ddH20, 1.8 uL de 25 mM
MgCl,, 1.5 pL de dNTPs (10 mM), 1.2 puL de 10X (75 mM Tris HCI, 50 mM KCI, 20 mM
(KCl,), 1.5 puL da solucao de 2 mM de cada primer, 0.3 pL de Taq DNA Polimerase 5 U/uL e 1
pL de DNA (50 ng/uL); Para COI — 95°C (5 min), 35 ciclos de 95°C (45 s), 54°C (45 s), 72°C
(45 s), 72°C (6 min). O volume final do mix das reacdes da PCR foi de 12 pL que continha, 4.8
pL ddH20, 1.5 pL de 25 mM MgCl,, 1.25 pL de dNTPs (10 mM), 1.25 pL de 10X (75 mM Tris
HCI, 50 mM KCI, 20 mM KCl,), 1 uL da solu¢do de 2 mM de cada primer, 0.3 pL de Taqg DNA

Polimerase 5 U/uL e 1 uL. de DNA (50 ng/puL).
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Os produtos da PCR foram purificados com ExoSap seguindo instrugdes do fabricante
(ThermoFisher. com). As reagdes de sequenciamento dos produtos de PCR para os trés genes
foram realizados utilizando o kit Big Dye Terminator conforme as especificacdes do fabricante
(Life Technologies). Os primers da amplificagdo foram utilizados para sequenciamento
bidirecional. O produto da reacdo de sequenciamento foi precipitado em etanol e EDTA e
ressuspendido em 10 pL de formamida para ser sequenciado automaticamente usando ABI 3500
(Life Technologies).

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas no programa Geneious 8.1.8 (Kearse et
al. 2012), usando o algoritmo Clustal W (Thompson et al. 1994). As sequéncias finais foram
concatenadas e incorporadas em uma matriz geral no formato CodonCode Aligner v.3.5.2

(http://www.codoncode.com/aligner/downloand.htm). Noés selecionamos os melhores modelos

de evolucao molecular usando jModeltest (Guidon e Gascuel 2003; Posada 2008).

Para determinar as unidades evolutivas independentes usamos os seguintes argumentos:
agrupamento bioldgico por isolamento reprodutivo e divergéncia alélica, alta estrutura
populacional intra-grupos, monofilia nos genes mitocondriais “barcode”, divergéncia molecular
maior ou igual > 1.3% e tempo de coalescéncia inter-grupos.

Para inferir a estrutura genética das populacdes de P. geoffroanus a partir das sequéncias
de DNA mitocondrial de genes concatenados, foi realizada uma analise de estrutura populacional
utilizando um método que visa formar grupos biologicos no programa BAPS — Bayesian
Analysis of Population Structure v.6.0 (Corander et al. 2003; Corander et al. 2008). Essa
abordagem objetiva identificar nimero de grupos bioldgicos (K) com probabilidades posteriores
mais altas. Para tanto nos testamos de 1-20 K-grupos.

A andlise filogenética de Inferéncia Bayesiana foi produzida pelo programa MrBayes 3.2
(Ronquist et al. 2012) e consistiu de quatro cadeias de MCMC — Markov Chain Monte Carlo de
10x10” geragdes com frequéncia de amostragem a cada 10.000 geragdes. A covergéncia das

cadeias idependentes foram verificados usando o programa Tracer v1.4 (Rambaut et al. 2007),
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sendo que 10% das arvores obtidas antes do estado estacionario foram descartadas como burn—
in. Também foram executadas analises filogenéticas utilizando os algoritmos de Maxima
Verossimilhanca que foram inferidas utilizando o programa PhyML 3.0 (Guidon et al. 2010). O
suporte filogenético foi avaliado através de 1.000 replicagdes ndo paramétrica de bootstrap
(Felsenstein 1985). Adicionalmente, calculamos as distancias ndo corrigidas (p-distancias) intra
e interespecificas no programa MEGA 5 (Tamura et al. 2011) entre os grupos identificados pelo
programa BAPS.

Foi gerada uma rede de haploétipos no programa HaploViewer (Salzburger et al. 2011)
objetivando visualizar as relagcdes genealdgicas entre os individuos, por meio de uma arvore nao
enraizada. Este programa realiza a conversdo das arvores geradas a partir de métodos de
reconstru¢do filogenética em genealogias de hapldtipos. A arvore utilizada nessa andlise foi
gerada utilizando o algoritmo de Maxima Verossimilhanga no programa TreeFinder v.2011
(Jobb et al. 2004), utilizando um modelo evolutivo (TN+G4) previamente obtido no jModeltest
(Guidon e Gascuel 2003; Posada 2008).

Nos usamos Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) realizada através do programa
Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier e Lischer 2010), para testar a estrutura populacional entre e dentro
das localidades amostradas. Esta analise ¢ baseada na variancia das frequéncias génicas em uma
andlise hierarquica dos componentes da varidncia com énfase nas diferencas entre individuos, e
entre ou dentro das populagdes, por meio do indice Dsr, que ¢ andlogo ao indice de fixacao (Fs?)
(Excoffier et al. 1992).

Para estimar os tempos de divergéncias entre as linhagens evolutivas identificadas na
arvore filogenética de inferéncia Bayesiana, utilizamos o programa BEAST v1.8.2 (Drummond e
Rambaut 2007). Para calibrar a arvore utilizamos datacdo secundéria proposta por Near et al.
(2005). As analises foram feitas utilizando o modelo log-normal ndo correlacionado, assumindo
um relégio molecular relaxado, que atribui taxas de evolugdo independentes sobre diferentes

ramos. Para esta andlise, realizamos duas corridas independentes de 50 x 107 de geragdes, que
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posteriormente foram combinadas utilizando o programa Logcombiner no BEAST v1.8.2

(Drummond e Rambaut 2007), considerando um burn-in de 10 %.

RESULTADOS

Foram analisadas 101 amostras de Phrynops geoffroanus para cada gene um dos genes
mtDNA: 16S rRNA (511 pb), Cytb (562 pb) e COI (770 pb), totalizando 1843 pares de bases
concatenados para compor o banco de dados para a andlise filogeografica. Também foram
sequenciadas amostras das espécies Phrynops tuberosus € Phrynops williamsi para 0os mesmos
genes. Para a espécie Phrynops hilarii as sequéncias foram obtidas no GenBank.

As analises de estrutura genética baseada nos genes mitocondriais concatenados para a
determinag@o dos grupos bioldgicos no programa BAPS, inferiram a presenca de quatro grupos

(K =4) dentro do grupo Phrynops geoffroanus (Figura 2).

MS, SP, MG, DF, MT, ARG, PR, PA, TO RO, MT RN, BA,PE,DF,CE MGl
GruposAeB Grupo C GrupoD Grupo E
\ J
Y
Complexo
Phrynops geoffroanus

Figura 2. Andlise de Estrutura Populacional indicando a formacao de quatro grupos biologicos.

As cores representam os quatro grupos e suas respectivas localidades geograficas.

Nas andlises filogenéticas de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanca foi
observado a existéncia de cinco clados dentro de P. geoffroanus, resultado discordante da anélise
de estrutura genética inferida através do BAPS que identificou a presenca de quatro grupos

bioldgicos.
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Os clados que compdem o complexo P. geoffroanus formados pelos Grupos A, B, C, D e
E formam um grupo monofilético (Figura 3). Interessantemente, P. hilarii esta incluida dentro do
complexo P. geoffroanus e estd mais relacionado a linhagem do Grupo A. Observamos também
que os clados compostos pelos Grupos C, D e E apresentam altos valores de probabilidade
posterior e bootstrap (1/100), enquanto que o clado composto pelos Grupos A e B apresentaram
valores inferiores. Os valores de p—distance ndo corrigidos do gene COI entre os grupos
indicados pela andlise filogenética sdo mostrados na (Tabela 1). Nas relacdes genealogicas, a
rede de hapldtipos revelou alto grau de estruturagdo genética, e ndo compartilhamento de

haplotipos entre os grupos observados (Figura 4).

Tabela 1. Valores de distancia genética p entre os grupos de Phrynops geoffroanus utilizando o

gene COI (Reid et al. 2011).

GRUPOS 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
1. Grupo A -
2. Grupo B 0.012 -
3. Grupo C 0.022 0.018 -
4. Grupo D 0.024 0.020 0.025 -
5. Grupo E 0.022 0.017 0.023 0.015 -

6. Phrynops hilarii 0.010 0.010 0.019 0.022 0.019 -
7. Phrynops tuberosus 0.027 0.022 0.031 0.026 0.024 0.024 -
8. Phrynops williamsi ~ 0.072  0.071 0.076 0.073 0.072 0.072 0.075 -
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Figura 3. Topologia baseada em andlise de Inferéncia Bayesiana utilizando haplétipos tinicos
dos genes mtDNA 16S, Cytb e COI concatenados, contendo 1843 pares de bases. Os valores
sobre os ramos sdo de Probabilidade Posterior a esquerda e Bootstrap a direita. As cores das
barras indicam os grupos biologicos formados pelo BAPS. Fotos da regido do plastrdo (ventre)
sdo dos individuos que representam cada um dos grupos. Em rosa, destaque do posicionamento

de Phynops hilarii na filogenia.
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Figure 4. Rede de haplotipos gerada no programa HaploView (Salzburger et al. 2011) baseada
nas sequéncias do mtDNA mostrando as relacdes genealdgicas entre populagdes de Phrynops

geoffroanus. As cores representam as localidades de cada populagdo analisada.

Associando os grupos observados na filogenia a distribui¢do espacial dos seus espécimes,
eles foram classificados em: Grupo A (Amarelo), populagdes de Phrynops geoffroanus dos
estados de MS, SP, MG, DF, MT, PR e ARG, presentes nas bacias hidrograficas dos rios
Paraguai, Parana e nos biomas (Cerrado, Mata Atlantica); Grupo B (Azul claro), populagdes de
P. geoffroanus dos estados do MT, TO e PA, presentes nas bacias hidrograficas dos rios
Paraguai, Tocantins-Araguaia, Tapajoés, € nos biomas (Cerrado, Amazobnia); Grupo C
(Laranjado) populagdes de P. geoffroanus dos estados de RO e MT, presentes nas bacias
hidrograficas dos Rios Machado e Aripuand, afluentes do Rio Madeira, bioma (Amazonia);

Grupo D (Verde) populagdes de P. geoffroanus dos estados de CE, RN, PE, BA e DF presentes
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nas bacias hidrograficas do rio Sdo Francisco e Atlantico Nordeste Oriental, e nos biomas
(Caatinga e Mata Atlantica); Grupo E (Lilas) populagdo de P. geoffroanus do estado de MG
presente na bacia hidrografica do rio Doce e no bioma (Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica)

(Figura 5).
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Figura 5. Mapa da distribuicdo espacial das linhagens observadas na topologia Bayesiana de

Phrynops geoffroanus.

Na analise de variancia molecular (AMOVA) observamos a existéncia de alto nivel de
diferenciagdo genética entre os grupos (Fst = 0.75312, p < 0.0001). A variacdo entre os grupos
biologicos pré—definidos na analise filogenética foi de 75,31 %, da variagdo contida entre os
grupos. Estes resultados foram confirmados pelas comparacdes par a par do Fst que
apresentaram valores significativos de P para todas as comparagdes (Tabela 2) e os indices de

diversidade estdo mostrados na (Tabela 3).
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Tabela 2. Valores de Nm (diagonal acima) e ¢sr (diagonal abaixo) entre as populacdes de

Phrynops geoffroanus (p = 0.0001).

Grupos A B C D E
A - 0.09826 0.08932 0.10843 1.21976
B 0.29074 - 0.07575 0.09526 0.26123
C 0.65684 0.82179 - 0.06308 0.17851
D 0.73691 0.83996 0.84844 - 0.17295
E 0.74300 0.88797 0.86843 0.83576 -

Tabela 3. Indices de diversidade genética em Phrynops geoffroanus. N=numero amostral;

H=ntmero de haplotipos; S=sitios polimorficos; H=diversidade génica n=diversidade

haplotipica.
Grupos N H S A n ng gﬁa Fs de FU
A 39 30 87 0.9784+0.0127 0.006618 +0.003395 —1.49008  — 10.69862
B 18 8 17 0.8693+0.0493 0.001943+0.001157 —1.05764  —0.58762
C 8 6 16 0.9286+0.0844 0.004147 +0.002466 —1.22582  —0.38179
D 23 21 43 0.9921+0.0154 0.003850+0.002091 —1.51883  —13.30185
E 8 7 17 1.0000+0.0625 0.003081+0.001882 —0.69068  —1.61567

A datagdo das linhagens do mtDNA utilizando analise Bayesiana indicou que o ancestral

do complexo Phrynops geoffroanus surgiu no Mioceno ha aproximadamente 23,72 Ma (HPD

95%: ~5.4-39.3 Ma) (Figura 6). O inicio da sua diversificagdo dos diferentes grupos e do grupo

B ocorreu ha aproximadamente 13.5 Ma (HPD 95%: ~2.4-24.7 Ma). Os grupos D e E

divergiram ha aproximadamente 5.3 Ma (HPD 95%: ~0.3—-13.4 Ma), enquanto que Phrynops

tuberosus diversificou destes grupos hd aproximadamente 10,48 Ma (HPD 95%: ~1.6-21.1 Ma).

O grupo C divergiu ha aproximadamente 5,1 Ma (HPD 95%: ~0.5-15.8 Ma) seguida da

diversificacdo do grupo A com a inclusdo de P. hilarii ha aproximadamente 1,86 Ma (HPD 95%:
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~0.06—4.8 Ma). A andlise também indicou que P. williamsi separou do complexo P. geoffroanus

a~23,72 Ma.
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Figura 6. Arvore datada das linhagens do mtDNA. As barras cinzas indicam os intervalos de
confianca das idades e os valores das barras indicam as idades de cada um dos nés. As cores dos

nomes sdo referentes os grupos observados na filogenia.

DISCUSSAO

Levando em consideragdo os resultados da andlise filogenética, distancia p, alto grau de
estrutura genética inespecifica, tempo de divergéncia e padroes de diversificacdo, sugerimos a
existéncia de cinco linhagens evolutivas distintas no complexo de P. geoffroanus, que sdo
geograficamente estruturado. As divergéncias moleculares entre estas linhagens sdo
relativamente altas, maiores ou igual a (> 2%) e indicam uma espécie com alto grau de

estruturacdo genética ou um complexo de espécies enigmaticas. Padrdo semelhante de
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estruturacdo foi observado por Reid et al. (2011) para varios grupos de quelantes. Portanto,
nossos resultados confirmaram previsdes anteriores (Rhodin e Mittermeier 1983, Rueda-
Almonacid et al., 2007, Vogt 2008) que P. geoffroanus ¢ um complexo de espécies diferentes e
que essa diversidade de linhagens dentro desse complexo foi historicamente subestimada.

Nossa hipdtese filogenética sugere que Phrynops tuberosus € o taxon da irma para o
complexo de P. geoffroanus, ¢ P. williamsi é a primeira espécie divergente do género. E
interessante notar que Phrynops hilarii estd incluido no complexo de P. geoffroanus, sendo
filogenéticamente aninhado dentro da linhagem A (amarelo). Este resultado sugere que o status
taxonomico desta espécie precisa ser reavaliado.

A andlise filogenética revelou dois grupos principais do complexo de P. geoffroanus, um
grupo com linhagens A, B e C e outro grupo composto pelas linhagens D e E. A linhagem A,
com ampla distribuicdo, ocorre principalmente centro-oeste, sul e sudeste do Brasil dentro da
drenagem das bacias hidrograficas do Parana-Paraguai, ocorrendo predominantemente no bioma
Cerrado. A linhagem B ocorre nas drenagens Tocantins-Araguaia e Parana-Paraguai, com alguns
espécimes provenientes da regido do Cerrado na floresta amazdnica, em Santarém. A linhagem
C ¢ o grupo irmdo de A e B, e tem sua distribui¢do nos Rios Aripuana e Tapajos, também na
regido do Cerrado na bacia amazonica. O outro grande grupo ¢ composto pelas linhagens D e E,
sendo a linhagem D predominante na drenagem do Sdo Francisco e litoral do nordeste e a
linhagem E nas drenagens do Atlantico leste. Essas bacias de drenagem ocorrem
predominantemente nos biomas da Caatinga e da Mata Atlantica, respectivamente.

Ao contrario do que esperdvamos, a diferenciacdo genética entre as linhagens de P.
geoffroanus parece ndo ter sido totalmente conduzida pelas bacias hidrograficas. As bacias
hidrogréficas por si s6 ndo explicam o padrao de distribui¢do dos grupos / linhagens. H4 também
uma estreita associagdo de linhagens e biomas ou tipos de vegetacdo (Figura 5). Considerando
que esses animais sdo aquaticos e vivem em rios, riachos e lagos, e que o processo de

diversificacdo sugerido foi principalmente através da dispersao (resultados S-Diva), as variagdes
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nos ecossistemas e topografia presentes no Brasil em combina¢do com os padrdes regionais , que
conduziram essas bacias hidrograficas, se refletem na distribuicdo de linhagens de P.
geoffroanus e, em ultima instancia, podem ser o reflexo dos processos que influenciaram a
historia evolutiva, incluindo barreiras naturais, colonizagdo e extingdo local. Por exemplo, a
linhagem A estd associada a drenagens das bacias do rio Paraguai-Parand drenando o
ecossistema arbustivo e gramado - o Cerrado do Brasil central e a Mata Atlantica e os Pampas da
Argentina. A linhagem B, que ¢ irmad da linhagem A, também ¢ encontrada em drenagens do
cerrado do oeste do Brasil e savanas amazoOnicas, ecossistemas semelhantes ao cerrado. A
linhagem C, irma dos grupos A e B, so ¢ encontrada nas drenagens da bacia amazdnica no Brasil
em florestas abertas de cerrado de transicdo. A linhagem D ¢ predominante da bacia do Rio Sao
Francisco e nas drenagens do Atlantico nordeste dos biomas da Caatinga e da Mata Atlantica e ¢
filogeneticamente mais proxima da linhagem E que ocorre na bacia do rio Doce, uma drenagem
do Atlantico leste, no bioma da Mata Atlantica.

Poucos estudos investigaram o endemismo e padrdes biogeograficos de quelideos sul-
americanos, especialmente no Brasil (e.g. Ippi e Flores 2001, McCord et al., 2001); apenas
Souza (2005), em um estudo preliminar, analisou a associagdo da distribuicdo de quelideos
brasileiros e clima, e caracteristicas do habitat para determinar se os aspectos ambientais ou
fisicos podem ser relevantes na modelagem dos padrdes biogeograficos do grupo. Ele usou
analises de parcimonia de endemicidade (PAE) (Morrone, 1994) e sugeriu que as semelhangas
de areas de espécies entre os quelideos refletem padrdes diferentes para bacias de drenagem e
biomas na América do Sul e, mais especificamente, no Brasil. Em rela¢do aos padrdes da bacia
de drenagem, ao contrario do obtido por Souza (2005), nossos resultados mostraram uma estreita
relag@o entre a bacia amazonica e a drenagem Paranéd-Paraguai e entre a bacia do Sao Francisco e
as drenagens da costa do Atlantico nordeste. Dentro da linhagem A, a linhagem C, presente na
drenagem da Amazonica, apresentava um padrao mais divergente. Nossos resultados em relacdo

aos biomas sugerem uma relag@o direta entre as linhagens da Amazodnia e do Cerrado, e entre a
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Mata Atlantica e Caatinga. Uma relacdo biogeografica direta entre as linhagens do cerrado e o
bioma da Amazdnia foi mencionada para outros grupos de organismos, onde a colonizagio da
Amazodnia para o Cerrado foi seguida de diversificacao (Rodrigues 2005; Werneck 2011). A falta
de congruéncia observada da relagcdo de drenagem e bioma pode estar relacionada a capacidade
dessas espécies de se adaptarem a diferentes condi¢des do habitat que podem ter parte do sinal
evolutivo para a diversificagdo das linhagens do complexo de P. geoffroanus em toda a sua area
de distribui¢do. Essas espécies sdo generalistas e capazes de habitar ecossistemas altamente
alterados (Souza e Abe, 2000, 2001; Ferronato et al., 2009). Eles sdo resilientes e capazes de
suportar altos niveis de toxinas em seus tecidos e vivem por longos periodos, mesmo em regides
poluidas (Brites e Rantim, 2004).

Nossas analises de datacdo indicam que o ancestral de Phrynops estava presente no
médio Mioceno (~ 23,7 Ma). A linhagem ancestral de Phrynops divergiu em dois grandes
grupos, no Cerrado e Amazdnia, respectivamente, representados pelas linhagens A e C, cerca de
5,1 Ma (Figura). As linhagens da Caatinga e da Mata Atlantica, que representam as linhagens D
e E divergiram cerca de 6.5 Ma, enquanto a linhagem B e A + C divergiram cerca de 19,2 Ma.

O meio-Mioceno caracterizou-se por uma grande onda de extingdes terrestres e aquaticas
que seguiram o Clima Otimo do Mioceno (18-16 Ma) cerca de 14,8-14,5 Ma anos depois,
durante a fase de Langham no meio do Mioceno. Entre 14,8 e 14,1 Ma, houve um feiti¢o de frio
importante e permanente que ocorreu e foi associado a um aumento na producao de agua fria e
profunda da Antértida e ao aumento da cobertura de gelo da Antartida Oriental. A linhagem
ancestral de Phrynops originou-se neste periodo (Figura), e comegou a diversificar cerca de 9,8
Ma. O evento principal neste periodo foi a finalizagdo do aumento da altitude do plato central
brasileiro, cerca de 7-5 Ma, este evento foi importante para a diversificacdo de muitos grupos de
herpetofauna dentro dos biomas abertos do Brasil, e foi visto como o principal fator que
determina as diferencas na biota do Cerrado em relagdo aos biomas adjacentes (Werneck et al.,

2012). Nossos resultados reforgam a importancia desses eventos do Mioceno na diversificagdao

33



da fauna do Brasil, como observado em outros estudos (por exemplo, Delsuc et al., 2004; Steiner

et al., 2005; Wesselingh e Salo 2006; Gamble et al., 2008; Werneck et al. . 2012).

Implicacdes para conservacio

As tartarugas e tortugas de dgua doce estdo entre os grupos de animais mais ameagados
no planeta hoje, com quase metade dos taxa ameagados de extin¢do; esta porcentagem ¢ maior
do que para todos os outros grupos de vertebrados (Alacs et al., 2007; Buhlmann et al., 2009;
Van Dijk et al., 2014; Mittermeier et al., 2015). Os principais fatores de ameaca sdo os principais
impactos da perda e destrui¢do do habitat, a exploracdo comercial de alimentos, animais de
estimacdo e medicina popular (Gibbons et al., 2000; Moll e Moll 2004; Bour 2008). Os
principais fatores sdo a pura ganancia desenfreada para o ganho comercial de individuos em uma
sociedade capitalista que ndo tem escripulos em destruir a natureza para ganhos pessoais. Até
que os interesses comerciais € o ganho pessoal sejam consciéncia limitada, as tartarugas estardo
em perigo neste planeta.

A conservacao pode ser aumentada quando a compreensdo dos padrdes filogenéticos e da
estrutura genética das populacdes sdo usadas para separar linhagens nas descricdes de novas
espécies. Estudos como o nosso sdo importantes e Uteis para descobrir a diversidade genética das
tartarugas e sdo fundamentais para tomar decisdes envolvidas na gestdo e conservacdo de
espécies (Alacs et al., 2007, Spinks et al., 2014, Shamblin et al., 2015), ¢ impossivel conservar o
que ndo ¢ conhecido.

Nossos resultados baseados em genes mitocondriais sugerem cinco linhagens de P.
geoffroanus. Além disso, os SNPs recentemente identificados sdo exclusivos para cada uma
dessas linhagens (Carvalho et al., 2016). Seguindo os critérios de Moritz (1994), essas linhagens
corresponderam a cinco Unidades Evolutivas Significativas e merecem conservagao.

Somente os biomas do Amazonas e da Mata Atlantica foram considerados nos pontos

criticos da biodiversidade de tartarugas de dgua doce e terrestre no Brasil (Mittermeier et al.,
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20015). Aqui demonstramos que a variagdo ambiental entre os habitats do dossel aberto e
fechado tem um papel importante na diversidade genética de P. geoffroanus. As agdes de
conservagdo devem ser aplicadas em escalas mais refinadas para categorizar habitats dentro dos
biomas que estdo sendo preservados.

Sao urgentes medidas diferentes para a conservagdo de populacdes de P. geoffroanus:
controle da mortalidade rodovidria de fémeas e crias que se deslocam para e de locais de
nidificag¢do, programas educacionais para indigenas e moradores de rios que utilizam adultos e
ovos para alimentagdo e conservagdo de areas de nidificagdo. E importante realizar estudos
ecologicos em cada uma das linhagens descritas para obter os dados necessarios para manter
essas trajetdrias evolutivas em um estado de reproducdo preservado. Se ndo sabemos o suficiente
sobre a historia natural dessas linhagens, elas podem se perder ao longo do tempo por

negligéncia.
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Resumo

A familia Chelidae ¢ a mais diversa entre os Pleurodira, atualmente estd representada por 58
espécies. O género Phrynops estd amplamente distribuido na América do Sul, inclui atualmente
quatro espécies nominais: Phrynops geoffroanus, P. hilarii, P. tuberosus e P. williamsi. P.
geoffroanus apresenta a maior distribui¢do geografica entre todos os representates desta familia.
Sua historia taxondmica iniciou com a descricdo original realizada pelo naturalista Alemao
August Friederich Schweigger em 1812, que analisou o material proveniente da expedi¢ao

realizada por Alexandre Rodrigues Ferreira que percorreu entre 1783 e 1792 o territorio

brasileiro. A espécie tem muitas incertezas com relacdo aos aspectos taxondmicos. Mesmo que

diversos autores a décadas contestam sua verdadeira identidade, nenhum trabalho foi
desenvolvido até o0 momento de forma robusta. As relagdes filogenéticas foram investigadas por
varios autores com objetivo de testar seu monofiletismo. Apresentamos os resultados sobre a
morfologia, morfometria e relagdes filogenéticas a partir das coleta em campo realizadas em 15
estados brasileiro. Realizamos a revisdo taxondomica de Phrynops geoffroanus utilizando
material proveniente de populagdes coletadas ao longo de toda sua distribuicdo geografica no
Brasil. Redescrevemos P. geoffroanus e revalidamos as espécies que atualmente sdo sindnimos

deste taxon.

Palavras-chave: Pleurodira, Phrynops geoffroanus, redescricdo, América do Sul.
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Abstract

The Chelidae family is the most diverse among the Pleurodira, currently it is represented by 58
species. The genus Phrynops is widely distributed in South America, currently includes four
nominal species: Phrynops geoffroanus, P. hilarii, P. tuberosus and P. williamsi. P. geoffroanus
presents the greatest geographical distribution among all the representatives of this family. Its
taxonomic history began with the original description made by the German naturalist August
Friederich Schweigger in 1812, who analyzed the material coming from the expedition made by
Alexandre Rodrigues Ferreira that traveled between 1783 and 1792 the Brazilian territory. The
species has many uncertainties regarding the taxonomic aspects. Even though several authors
over the decades dispute their true identity, no work has been developed so far in a robust way.
Phylogenetic relationships were investigated by several authors in order to test their monophyly.
We present the results on the morphology, morphometry and phylogenetic relationships from the
field collections performed in 15 Brazilian states. We performed the taxonomic revision of
Phrynops geoffroanus using material from populations collected throughout its geographic
distribution in Brazil. We redraw P. geoffroanus and revalidamos the species that are currently

synonymous with this taxon.

Key Words: Pleurodira, Phrynops geoffroanus, redescription, South America.
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Introduciao

Entre os Pleurodira, a familia Chelidae Gray, 1825 ¢ a mais diversificada desta subordem,
inclui as tartarugas Side-necked de dgua doce, aquaticas e semi-aquaticas de pequeno a grande
porte (Rueda-Almonacid et al. 2008; Pough et al. 2008), atualmente a familia estd representada
por 58 espécies, todas restritas ao hemisfério sul (Van Dijk et al. 2014; Thomson et al. 2015;
Uetz et al. 2016). As espécies desta familia sdo caracterizadas por possuir um pescogo que dobra
em plano horizontal em forma de “S”, os quelideos tem o pesco¢o muito longo, cranio achatado,
cabeca larga e a pélvis fusionada a carapaca (Restrepo & Paez 2012).

No continente Sul-americano esta familia esta representada por sete géneros:
Acantochelys Gray, 1873; Chelus Dumeril, 1805; Hydromedusa Wagler, 1830; Mesoclemmys
Gray, 1873, Phrynops Wagler, 1830; Platemys Wagler, 1830 e Rhinemys Wagler, 1830,
distribuidos desde o norte da Venezuela até o norte da Argentina e Uruguai (Pritchard 1979;
Ernest & Barbour 1989; Iverson 1992; Rueda-Almonacid et al. 2007; Van Dijk et al. 2014).

O género Phrynops ¢ endemico da América do Sul, atualmente inclui quarto espécies
nominais: P. hilarii (Duméril & Bibron 1835) e P. williamsi Rodhin e Mittermeier, 1983 com
distribuicao restrita ao sul da América do Sul, P. tuberosus (Peter, 1870) Escudo das Guianas ¢
P. geoffroanus (Schweigger, 1812) com ampla distribuicdo na América do Sul (McCord et al.
2001; Van Dijk et al. 2014).

Phrynops geoffroanus tem o histérico taxondmico mais confuso de todas as espécies da
familia Chelidae, e a0 menos varios sinonimos estiveram associados a este taxon, devido aos
dados de campo mal registrados e que se encontram na literatura (Wermuth & Mertens 1977,
Rueda-Almonacid et al. 2007; Uetz et al. 2016). Atualmente o nome da espécie tem sido
aplicado em todas as populacdes que ocorrem ao longo de sua distribuicdo geografica, uma das
provaveis razdes para tdo grande abrangéncia ¢ que na verdade este tdxon ndo ¢ uma Unica
espécie (Vogt 2008). Diversos autores tem contestado sua taxonomia e considerado P.
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geoffroanus como um complexo de espécies cripticas que pode ser fracionada em entidades
taxonomicas distintas (Rhodin & Mittermeier 1983; Rueda—Almonacid et al. 2007; Vogt 2008;
Schneider et al. 2011; Friol 2014).

Nas ultimas décadas a compreensdo dos limites das espécies e a nomenclatura geral da
familia Chelidae melhorou enormemente (Thomson & Georges 2016), tendo como ponto mais
importante a evidencia crescente para a monofilia reciprocra das radiagdes sul-americanas e
australianas destas tartarugas pleurodiras (Seddon et al. 1997; Georges et al. 1998).

As relagoes filogenéticas entre os membros desta familia foram investigados por diversos
autores (e.g Seddon et al. 1997; Shaffer et al. 1997; Georges et al. 1998; Guillon ef al. 2012)
com base em dados moleculares para testar seu monofiletismo, 0 mesmo tem ocorrido para o
género Phrynops (e.g., Shaffer et al. 1997; Fujita et al. 2004; Krenz et al. 2005; Shaffer &
Thomson 2007; Friol 2014), porem, as relacdes sistematicas entre suas populacdes ainda sdo
escassas. No entanto, recentemente Friol (2014) realizou um estudo sobre a filogenia e evolugao
das espécies do género Phrynops utilizando dados morfométricos, osteoldgicos e moleculares de
populacdes provenientes de distintas bacias hidrograficas do Brasil.

Além das relagdes filogenéticas das populacdes que compdem o complexo P. geoffroanus
permanecerem insuficientemente esclarecidas, a taxonomia da espécie no momento continua
insatisfatoria, apesar de McCord ef al. (2001) terem revisado e investigado as afinidades entre as
espécies de tartarugas agrupadas no género Phrynops. Mesmo que diversos autores tenham
sugerido ao longo de décadas que P. geoffroanus seja um complexo de espécies (e.g Rhodin &
Mittermeir 1983; Rueda-Almonacid et al. 2007; Schneider et al. 2011; Friol 2014), evidéncias
sobre a identidade taxondmica de espécies adicionais nunca foram apresentadas de forma
robusta.

Estudos utilizando abordagens moleculares tem demonstrado subestimagdo da
diversidade em diversos organismos amplamente distribuidos e que sdo reconhecidos como um

unico taxon (e.g. Guicking et al. 2009; Fouquet et al. 2014; Gehara et al. 2014; Rojas et al.
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2014; Shamblin et al. 2015; Guarnizo et al. 2016; Oliveira et al. 2016), auxiliando a taxonomia
moderna e designando unidades populacionais para a gestdo e conservacao (Georges ¢ Thomson
2010; Huebinger ef al. 2013; Iverson et al. 2013; Spinks et al. 2014; Shamblin et al. 2015).

A maior dificuldade em delimitar espécies nas populagdes nomeadas como P.
geoffroanus consiste na falta de espécimes provenientes de sua extensa distribuicdo geografica,
dificultando estabelecer os padrdes de cada populagdo e quantificar as diferengas morfométricas,
morfoldgicas e genéticas entre elas (Rueda-Almonacid ef al. 2007). Outra problematica esta
relacionada ao estado de conservacdo do espécime tipo, o que dificulta a comparagdo de
caracteres morfométricos e morfologicos.

Nas ultimas décadas o conhecimento sistematico acerca dos quelideos vem progredindo
consideravelmente com descrigdes de novas espécies devido ao advento de técnicas moleculares
(e.g. McCord & Thomson 2002; Bour & Zaher 2005; Thomson, Georges & Limpus 2006;
McCord & Joseph-Ouni 2007; Thomson & Georges 2009; Thomson, Amepou, Anamiato &
Georges 2015; Thomson & Georges, 2016), visando distinguir populagdes geograficamente
distantes através de andlises utilizando marcadores mitocondriais, nucleares e ainda por meio de
dados morfolédgicos.

No presente estudo, amostramos toda distribuicdo geografica de P. geoffioanus no Brasil
para investigar diversidade intraespecifica utilizando dados moleculares. Propomos uma nova
hipotese para as populagdes contidas neste complexo de espécies, realizamos analises
morfométricas e morfoldgicas. Redescrevemos a espécie e revalidamos as espécies que
atualmente sdo consideradas sinonimos de P. geoffroanus. A partir dos nossos resultados
elaboramos um novo panorama sobre a distribuicdo geografica das linhagens observadas que

compdem este complexo.
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Breve historia taxonomica de Phrynops geoffroanus

Phrynops geoffroanus foi descrito no inicio do século XIX pelo naturalista alemio
August Friederich Schweigger durante a revisdo dos quelonios do Muséum National d’Histoire
Naturalle em Paris, o material analisado por Schweigger era proveniente da expedi¢do “Viagem
Filosofica” ocorrida no final do século XVIII e que foi chefiada pelo naturalista Luso-Portugués
Alexandre Rodrigues Ferreira, que percorreu as regides menos conhecidas do Brasil, a Amazonia
e todo o norte de Mato Grosso chamado de estado do Grao Par, Rio Negro e Capitania de Mato
Grosso ¢ Cuiaba (Cunha 1991; Bour 2008a; Ceriaco & Bour, 2012).

Este estudo resultou em sua famosa obra “Prodromus Monographiae Cheloniorum”,
onde Schwiegger descreveu 24 espécies novas e onde consta a descricdo original de Emys
geoffroana Schweigger, 1812 (=Phrynops geoffroanus), descrigdo baseada em poucos caracteres
morfolégicos (McCord et al. 2001; Bour 2008a; Bour 2008b), no entanto, a maior incognita por
tras deste tdxon trata-se da imprecisdo da sua localidade tipo a qual atualmente encontra-se
designada para “Brazilia” referindo-se ao Brasil (Bour 2008a; Bour 2008b; Ceriaco & Bour
2012; Uetz et al. 2016).

De acordo com Ceriaco & Bour (2012), utilizando fontes histéricas a maioria inéditas e
ainda analisando e comparando as caracteristicas taxidérmicas dos espécimes depositados no
Muséum National d’Histoire Naturalle, foi possivel tragar claramente a origem do material.
Ficou evidente que os espécimes levados para Paris sdo provenientes do extinto Gabinete Real
de Histéria da Ajuda em Lisboa e foram coletados durante a expedig¢do “Viagem Filosofica” de
A. R. Ferreira. Provavelmente a etiqueta que constava as informagdes sobre a localidade tipo da
espécie se perdeu ou foi propositadamente removida em meados de 1808 durante a invasdo
napolednica em Portugal (Bour 2008a). Segundo os relatos de Bour (2008a) e Ceriaco & Bour
(2012) o material foi transportado para Paris por Etienne Geoffroy Saint-Hilarie o qual foi

homenageado por Schweigger em 1812 na descri¢ao desta espécie.
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Material e métodos
Amostragem

Entre os anos de 2010-2015, espécimes de Phrynops geoffroanus foram coletados em 23
localidades ao longo da distribuicdo geografica do tdxon no Brasil (Figura 1, Anexo 1). Os

espécimes foram coletados em diferentes hébitats aquaticos (Anexo 1).
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Figura 1. Mapa da distribuicdo geografica atual de Phrynops geoffroanus, elaborado na ultima
avaliagdo dos queldnios continentais RAN/ICMBio/ITUCN/2016. Circulos preto, locais de

ocorréncia, circulos vermelho localidades amostradas.

Coleta de espécimes

Capturamos os espécimes utilizando seis métodos complementares: busca ativa e captura
com pugd (1,5 m de didmetro); armadilhas de anzol n° 06 sem ferrdo (linha de 0,50 mm),
contendo carne bovina como isca; malhadeiras 7rammel net (Vogt 1980), com duas malhas

externas € uma interna, 100m de comprimento por 2 m de largura; rede de espera, com
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malhadeira de 70 mm entre nds opostos; armadilhas Hoop traps (Legler 1960), com uma ou duas
entradas e isca de carne bovina.
Coleta de tecidos

Para cada populacdo geneticamente analisada utilizamos entre cinco e 10 amostras de
tecido. Foram coletados espécimes de todas as espécies que compdem o complexo Phrynops
geoffroanus e também de todas as espécies atualmente sindnimos deste tdxon. Antes da fixacao
do material em formol 10%, uma porcao de tecido muscular de cada espécime foi retirado da
regido ventral da coxa. Todos os tecidos foram preservados em dalcool comercial 96%,
armazenados em freezer a uma temperatura de -10°C. Todo material genético esta depositado na
Colegao de Tecido de Genética Animal — CTGA da Universidade Federal do Amazonas —

UFAM.

Percurso realizado pela expedicao “Viagem Filosofica”

Realizamos um investigacdo histoérica dos caminhos percorridos por Alexandre
Rodrigues Ferreira durante a expedi¢do Viagem Filoséfica com o objetivo de esclarecer de onde
o espécime tipo foi realmente coletado. Encontramos na obra de Cunha (1991) um mapa que

ilustra todo trajeto percorrido e as bacias hidrograficas por onde a expedi¢do passou (Figura 2).
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ROTEIRO DE EXPLORAgf)ES
wesm Alexandre R. Ferreira (1783 - 1793)

Figura 2. Mapa do trajeto percorrido durante a “Expedicdo Viagem Filosofica” de Alexandre

Rodrigues Ferreira. Retirado e modificado de Cunha (1991).

Revisdo taxondomica

A revisdo taxondmica compreendeu todas as populagdes reconhecidas atualmente como
P. geoffroanus distribuidas pelo Brasil. Com auxilio de um paquimetro analégico com precisao
de 0,05 mm, foram tomadas medidas de todos os espécimes coletados seguindo a metodologia
apresentada por McCord et al. (2001) e Bour & Zaher (2005). Os caracteres morfométricos estdo
apresentados mais adiante em dados morfométricos.

Além de analisar todas as populacdes distribuidas pelo Brasil utilizamos as descrigdes
originais das espécies que compdem o complexo P. geoffroanus (P. hilarii, P. tuberosus e P.
williamsi) e das espécies que atualmente sdo sindnimos deste taxon (Emys depressa, E. viridis e

Platemys waglerii).
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Com o proposito de esclarecer a sistematica do complexo de espécies Phrynops
geoffroanus e o status taxondmico de Emys depressa (=Phrynops depressa) ¢ necessario ter
clareza sobre as caracteristicas diagndsticas das popula¢des que compdem este complexo, iremos
determinar um nedtipo para P. depressa. Nebtipos (Art. 75 / 75.1, 75.3, 75.4 ICZN) sdo
designados quando existe a necessidade excepcional de esclarecer o status taxondmico de um
taxon. Diante da imprecisdo da localidade tipo; da inexisténcia de uma série tipo (holétipo) que
provavelmente se perdeu ou foi destruido, e da impossibilidade de rastrear o holotipo a partir da
unica ilustracdo da espécie, nds designamos um nedtipo para o Sudeste do Brasil para a espécie
descrita em Merrem (1820). Este nedtipo esta depositado na Cole¢ao de Anfibios e Répteis do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA.

Delimitacao Molecular de Espécies

No6s seguimos as propostas de Dayrat (2005); Padial ef al. (2012) em usar espécies
candidata confirmada (CCS) para linhagem genealdgicas profundas que podem ser consideradas
boas espécies seguindo padrdes de divergéncias genéticas baseada em distancia genética (> 1%)

(Reid et al. 2011).

Coleta de dados

Dados moleculares

O DNA gendmico foi extraido de tecido muscular usando proteinase K, conforme o
protocolo de fenol/cloroférmio (Sambrook ef al. 1989). A qualidade do DNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1%. As amostras foram quantificadas por meio de
espectofotdmetro NanoDrop 2000, para verificar a concentragdo e qualidade do DNA.

Os fragmentos parciais dos genes 16S mtDNA, Citocromo b (Cytb) e Citocromo oxidase

I (COI) foram amplificados por PCR, utilizando a combinacdo dos seguintes primes,
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respectivamente: 16Sar(L) e 16Sbr(H) (Palumbi 1996), L14725 (Paibo 1990), H 15573
(Taberlet et al. 1992) e LturtCOla, HturtCOla (Reid et al. 2011).

As condigdes de amplificacdo da PCR para cada primer foram as seguintes: 16S — 92°C
(1 min), 35 ciclos de 92°C (1 min), 50°C (40 s), 72°C (90 s), 72°C (5 min). O volume final do
mix das reacdes da PCR foi de 12 pL que continha, 4.8 pL ddH20, 1.5 pL de 25 mM MgCl,,
1.25 pL de dNTPs (10 mM), 1.25 pL de 10X (75 mM Tris HCI, 50 mM KCl, 20 mM KCL), 1
pL da solucdo de 2 mM de cada primer, 0.3 pL de Taqg DNA Polimerase 5 U/uL e 1 uL de DNA
(50 ng/uL); Citocromo b — 95°C (1 min), 35 ciclos de 95°C (10 s), 48°C (30 s), 72° C (40 s),
72°C (7 min). O volume final do mix das reagdes da PCR foi de 15 pL que continha, 6.2 uL
ddH20, 1.8 uL de 25 mM MgCl,, 1.5 pL de dNTPs (10 mM), 1.2 pL. de 10X (75 mM Tris HCI,
50 mM KCl, 20 mM (KCl,), 1.5 pL da solug@o de 2 mM de cada primer, 0.3 pL de Taqg DNA
Polimerase 5 U/uL e 1 uL. de DNA (50 ng/uL); COI — 95°C (5 min), 35 ciclos de 95°C (45 s),
54°C (45 s), 72°C (45 s), 72°C (6 min). O volume final do mix das reagdes da PCR foi de 12 pL
que continha, 4.8 uL ddH20, 1.5 pL de 25 mM MgCl,, 1.25 pL de ANTPs (10 mM), 1.25 uL de
10X (75 mM Tris HCL, 50 mM KCI, 20 mM KCl,), 1 pL da solu¢do de 2 mM de cada primer,
0.3 uL de Tag DNA Polimerase 5 U/uL e 1 pL. de DNA (50 ng/uL). Os produtos da PCR foram
purificados com ExoSap seguindo instrugdes do fabricante (ThermoFisher.com). As reagdes de
sequenciamento dos produtos de PCR para os trés genes foram realizados utilizando o kit Big
Dye Terminator conforme as especificacdes do fabricante (Life Thecnologies). Os primers da
amplificacdo foram utilizados para sequenciamento bidirecional. O produto da reacdo de
sequenciamento foi precipitado em etanol e EDTA e ressuspendido em 10 pL de formamida para
ser sequenciado automaticamente usando ABI 3500 (Life Thecnologies).

Obtivemos um total de 1843 pares de base dos genes 16S rDNA (511 pb), Cytb (562 pb)
e COI (770 pb) de um total de 101 espécimes de P. geoffroanus com os quais foram realizada as
analises. Adicionalmente obtivemos sequéncias do GenBank de Phrynops hilarii (Lourengo et

al. 2012).
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Analises filogenéticas

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas no programa Geneious 8.1.8 (Kearse et
al. 2012), usando o algoritmo Clustal W (Thompson et al. 1994). As sequéncias finais foram
concatenadas e incorporadas em uma matriz geral no formato CodonCode Aligner v.3.5.2

(http://www.codoncode.com/aligner/downloand.htm). Noés selecionamos os melhores modelos

de substituicao (considerando ajuste a base de dados) usando jModeltest (Guidon & Gascuel
2003; Posada 2008).

A andlise filogenética de Inferéncia Bayesiana foi produzida pelo programa MrBayes 3.1
(Huelsenbeck & Roquist et al. 2001) e consistiu de quatro cadeias de MCMC — Markov Chain
Monte Carlo de 10x10’ gera¢des com frequéncia de amostragem a cada 10.000 geragdes. A
covergéncia dos valores de ESS — Effective Samples Size (> 900) das corridas foram verificados
usando o programa Tracer v1.4 (Rambaut ef al. 2007), sendo que 10% das arvores obtidas antes
do estado estaciondrio foram descartadas como burn—in. Também realizamos analises
filogenéticas utilizando os algoritmos de Madaxima Verossimilhanca que foram inferidas
utilizando o programa PhyML 3.0 (Guidon et al. 2010). O suporte filogenético foi avaliado
através de 1.000 replicacdes non-parametric bootstrap (Felsenstein 1985). Adicionalmente,
calculamos as distancias ndo corrigidas (p-distancias) intra e interespecificas no programa

MEGA 5 (Tamura ef al. 2011).

Dados morfométricos

Examinamos 204 espécimes (adultos e juvenis), todos depositados na colecdo de
Anfibios e Répteis do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA. Obtivemos
fotografias dos holodtipos de Phrynops geoffroanus e das espécies que atualmente sdo sindnimos
deste taxon. Utilizamos nas analises espécimes de Emys depressa (=Phrynops viridis) coletados
no rio Carinhanha, municipio de Carinhanha, estado da Bahia (localidade-tipo), Emys depressa

(=Phrynops depressa) coletados no rio Manhuagu, municipio de Caratinga, estado de Minas
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Gerais, Platemys waglerii (=Phrynops waglerii) coletados no rio Piracicaba, municipio de
Piracicaba, estado de Sao Paulo e Phrynops williamsi coletados rio Cadeia, municipio de Picada
Caf¢ (localidade-tipo).

Foram utilizadas 34 varidveis morfométricas ndo correlacionadas e com valores
proporcionais ao comprimento da carapaca. As analises foram conduzidas separadamente para
machos e fémeas, e individuos jovens foram excluidos. Para a redescricdo da morfologia externa
foram utilizados machos e fémeas adultos, que foram sexados através de analises gonadal, as
medidas adotadas seguiu MacCord et al. (2001) e Bour & Zaher (2005).

As variaveis utilizadas foram as seguintes: 1) Comprimento da cabega (CCB), da
margem posterior da mandibular até a ponta do focinho; 2) Largura da cabeca (LCB), entre a
articulacdo da mandibula; 3) Altura da cabeca (ACB), da parte inferior até a posterior na regiao
mediana da cabega; 4) Largura inter-orbital (LIO), entre a regido anterior dos olhos; 5)
Comprimento da carapaga (CCA), da ponta da primeira escama marginal até a por¢ao posterior
da escama anal; 6) Largura da carapaga (LCA), da regido média do corpo; 7) Altura da carapaca
(ACA), da regido média do corpo entre o meio do Plastrdo e meio da carapaga; 8) Comprimento
da 1" escama vertebral (CEV1), da por¢do anterior a posterior da 1* escama vertebral; 9)
Comprimento da 2 escama vertebral (CEV2), da porgdo anterior a posterior da 2* escama
vertebral; 10) Comprimento da 3" escama vertebral (CEV3), da porgéo anterior a posterior da 3*
escama vertebral; 11) Comprimento da 4° escama vertebral (CEV4), da porgdo anterior a
posterior da 4" escama vertebral; 12) Comprimento da 5 escama vertebral (CEV5), da porgdo
anterior a posterior da 5° escama vertebral; 13) Largura da 1° escama vertebral (LEV1), da
porg¢do esquerda até a direita da 1* escama vertebral; 14) Largura da 2° escama vertebral (LEV2),
da porgdo esquerda até a direita da 2° escama vertebral; 15) Largura da 3" escama vertebral
(LEV3), da porgdo esquerda até a direita da 3 escama vertebral; 16) Largura da 4° escama
vertebral (LEV4), da porgdo esquerda até a direita da 4" escama vertebral; 17) Largura da 5°

escama vertebral (LEV5), da por¢do esquerda até a direita da 5 escama vertebral; 18)
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Comprimento minimo do plastrdo (CPMi), da ponta anterior da escama gular até ponta anterior
da escama anal; 19) Comprimento maximo do plastrdo (CPMa), da ponta anterior da escama
gular até ponta posterior da escama anal; 20) Largura do plastrdo (LPL), da por¢do mediana
entre a fenda esquerda e direita do plastrdo/carapaca; 21) Largura da ponta anterior do plastrdo
(LPAP), da ponta da escama gular; 22) Largura da ponta posterior do plastrao (LPPP), da ponta
da escama anal; 23) Largura da escama gular/humeral (LGH1), da ponta posterior da gular com a
jun¢do com a escama humeral; 24) Largura da escama gular/humeral (LGH2), da ponta posterior
da gular com a jun¢do com a escama humeral; 25) Largura da escama gular/humeral (LGH3), da
ponta posterior da gular com a jun¢do com a escama humeral; 26) Largura da escama
femoral/anal (LPFA), entre a fenda femoral/anal; 27) Comprimento da escama inter-gular
(CEIG), da por¢do anterior a por¢do posterior da escama gular; 28) Comprimento da escama
inter-humeral (CEIH), da por¢do anterior a por¢do posterior da escama humeral; 29)
Comprimento da escama inter-peitoral (CEIP), da por¢ao anterior a por¢ao posterior da escama
peitoral; 30) Comprimento da escama inter-abdominal (CEIAB), da por¢do anterior a por¢ao
posterior da escama abdominal; 31) Comprimento da escama inter-femural (CEIF), da porcao
anterior a por¢ao posterior da escama femural; 32) Comprimento da escama inter-anal (CEIA),
da por¢do anterior a por¢do posterior da escama anal; 33) Largura do médio plastrao anterior
(LMPA), da regido mediana anterior do plastrdo; 34) Largura do médio plastrdo posterior

(LMPP), da regido mediana anterior do plastrao.

Analises morfométicas

Para as andlises morfométricas foram examinados somente os espécimes adultos, 153 no
total (75 machos e 78 fémeas) de Phrynops geoffroanus. Para testar a variacdo morfométrica
entre linhagens foi utilizada Analise Discriminante de Componentes Principais - DAPC (Jombart
et al., 2010), separadamente por sexo. Esse método tem sido descrito como mais eficiente em

compara¢do a PCA tradicional, porque a fungdo discriminante otimiza a variagdo entre grupos,
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enquanto minimiza a variacao entre individuos dentro de cada grupo. Modelos de DAPC foram
implementados no pacote adegenet (Jombart 2008) do R (R Core Team 2011), o qual utiliza a-
scores para otimizar o nimero de eixos da PCA retidos pela DAPC. Também foram testadas
diferengas em valores de coordenadas principais por individuo entre as linhagens, usando uma

combinagdo entre ANOVA e Teste de Tukey.

Dados morfolégicos

Foram utilizadas 14 varidveis morfologicas discretas, observadas em 11 individuos por
linhagem, e codificadas em escala binéria, com O para auséncia e 1 para presen¢a por individuo
(anexar lista). A varidvel continua comprimento proporcional da cabeca foi acrescentada a
matriz de dados para evitar sobreposi¢ao excessiva de coordenadas principais. Essa variavel
contribuiu significativamente para a variagdo morfologica entre as linhagens moleculares, o que
foi identificado por meio de uma andlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC). O
indice de Gower foi utilizado para quantificar as diferengas entre pares de individuos. Distancias
Gower sdo apropriadas para estimar distancias entre pares de amostras resultantes de variaveis
discretas, embora sejam frequentemente correlacionadas a distdncias Euclidianas (Petchey &

Gaston 2007).

Analises morfologicas

Para testar a variacdo morfologica entre linhagens foi utilizada Analise de Coordenadas
Principais (PCoA), com grupos de individuos formados pela linhagem molecular identificada
para cada individuo. Os escores produzidos pelos dois primeiros eixos PCoA foram utilizados
para identificagdo grafica de agrupamentos de individuos pertencentes a cada linhagem devido a
semelhanca morfoldgica em caracteres discretos. Os escores produzidos pelo primeiro eixo
PCoA foram utilizados para testar diferencas morfolodgicas entre linhagens por uma andlise de

variancia ANOVA. Também foram testadas diferencas em valores de coordenadas principais
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entre pares de linhagens, usando teste de Tukey.

Resultados

Analises filogenéticas

As topologias foram obtidas a partir de andlises de Inferéncia Bayesiana (BI) e Maxima
Verossimilhanca (ML). Foram analisadas 101 amostras de Phrynops geoffroanus para trés genes
mitocondriais: 16S rRNA (511 pb), Cytb (562 pb) e COI (770 pb), totalizando 1843 pares de
bases que foram concatenados para andlise filogenética. Também foram sequenciadoas amostras
das espécies P. tuberosus e P. williamsi para os mesmos genes acima citados. Adicionalmente

utilizamos sequéncias da espécie P. hilarii obtidas no GenBank.

Em ambas as andlises de BI e ML as relagdes filogenéticas das linhagens observadas
foram congruentes. Na topologia observa-se cinco linhagens das populagdes reconhecidas como
P. geoffroanus, associadas a cinco clados: o primeiro, Clado A — Phrynops waglerii ¢ composto
pelas populagdes agregadas do (Centro-Oeste, Sudeste e Argentina) que pertencem aos biomas
Cerrado e Mata Atlantica e ainda pela espécie P. hilarii que encontra-se inserida neste clado; O
segundo, Clado B — Phrynops geoffroanus é composto pelas populagdes agregadas do (Centro-
oeste e Norte) que pertencem aos biomas Cerrado € Amazonia; o terceiro, Clado C — Phrynops
sp. € composto pelas populagdes agregadas do (Centro-oeste e Norte) que pertence ao bioma
Amazobnia; o quarto, Clado D — Phrynops viridis ¢ composto pelas populacdes agregadas do
(Nordeste e Centro-Oeste) que pertencem aos biomas Caatinga e Cerrado; o quinto, Clado E —
Phrynops depressa ¢ composto pela populagdo do (Sudeste) que pertencem ao bioma (Mata

Atlantica) (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Mapa das linhagens observadas nas populacdes reconhecidas como Phrynops

geoffroanus. Hachuras, representam os diferentes biomas brasileiro.
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Figura 4. Arvore filogenética de inferéncia baeysiana e de maxima verossimilhanga do

complexo de espécies Phrynops geoffroanus.
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Os clados apresentados na topologia (Figura 4) que compdem o complexo P. geoffroanus
formam um grupo monofilético. Phrynops hilarii estd incluida dentro do complexo P.
geoffroanus e estd mais relacionada as populacdes do Clado A (Centro-Oeste, Sudeste e
Argentina), E notavel que os Clados C, D e E apresentaram altos valores de probalidade
posterior e Bootstrap (1/100), enquanto que o Clado A apresentou valores inferiores 95% de pp
(Figura 4). No presente estudo P. williamsi, posiciona-se como a espécie mais basal entre os
representantes deste género, com altos valores de probabilidade posterior e bootstrap (1/100).
Diante do suporte estatistico expressivo ¢ confidvel inferir que P. williamsi ¢ a tdxon mais basal
entre os Phrynops corroborando com os resultados de datagdo do género encontrados no estudo

de (Carvalho et al. em prep.).
Analises morfométricas

A DAPC capturou 92% da variagdo morfométrica entre fémeas e 79% entre machos
(Figura 5). Para as fémeas, a variagdo morfométrica entre linhagens capturada pela DAPC esteve
principalmente relacionada ao comprimento da cabeca, o que ¢ evidenciado por 52% de
correlacdo entre essa varidvel e o primeiro eixo de coordenadas principais (p < 0.001). Para os
machos, o primeiro eixo de coordenadas principais esteve 29% correlacionado com escudo
interno humeral e escudo interno anal (p < 0.001 em ambos os casos), sendo essas variaveis as

que mais contribuiram para a variagdo morfométrica entre linhagens.

A DAPC mostrou que os clados representados pelas linhagens A = Phrynops waglerii, B
= Phrynops geoffroanus, C = Phrynops sp., D = Phrynops viridis ¢ E = Phrynops depressa sao

morfometricamente diferentes entre si, para machos e fémeas (Figura 5).
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Figura 5. Variagdo morfométrica entre linhagens definidas por caracteres moleculares de
Phrynops geoffroanus, com base em 34 caracteres continuos proporcionais ao comprimento da
carapaga. Os eixos X e Y mostram respectivamente o primeiro e segundo eixos de fatores
discriminantes descritos por andlise discriminante de componentes principais (DAPC). Cores
representam diferentes linhagens, pontos representam individuos, e grupos sdo delimitados por

uma elipse com 90% de inércia. A = Fémeas, B = Machos.

Esse resultado foi consistentemente capturado pela ANOVA (Figura 6), a qual mostrou
diferenca significativa entre componentes principais por linhagem, tanto para fémeas (ANOVA
Fs60=32.09, P < 0.001), quanto para machos (ANOVA F4.73= 65.18, P < 0.001). No entanto,
quando comparadas par-a-par (Tabela 1), as diferencas morfométricas entre linhagens diferiram
entre fémeas e machos, embora tenham convergido como diferencas morfométricas

significativas entre as linhagens Ae D,BeDeCeD.
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PCA 1 (92%)
PCA 1 (79%)
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Figura 6. Dispersdo de coordenadas principais (PCA 1) representando variagdo morfométrica
em Phrynops geoffroanus entre diferentes linhagens identificadas por caracteres moleculares
(letras nos eixos X, A = P. waglerii, B = P. geoffroanus, C = Phrynops sp., D = P. viridis ¢ E =
P. depressa). Valores entre parénteses mostram porcentagem de variacdo capturada pelo
primeiro eixo de coordenadas principais em relagdo as distancias originais entre individuos. A =

Fémeas, B = Machos.

Tabela 1. Sumario de resultados do Teste de Tukey aplicado para comparar a variacdo
morfométrica por sexo entre pares de linhagens de Phrynops geoffroanus. Dados morfométricos
sdo representados por coordenadas principais obtidas por uma andlise discriminante de
componentes principais (DAPC) e as linhagens foram identificadas por caracteres moleculares.

Valores em negrito mostram diferengas significativas (P < 0.05).

Comparacio . Interv.alo de Inter\{alo de
Sex entre grupos Diferenca confianga confianca P
inferior (95%)  superior (95%)
F B-A 1.52 0.37 2.67 0.003
F C-A 0.97 -0.49 2.45 0.34
F D-A 2.99 2.25 3.74 0.0001
F E-A 1.70 -0.32 3.73 0.14
F C-B -0.54 -2.30 1.20 0.90
F D-B 1.46 0.25 2.68 0.01
F E-B 0.17 -2.06 2.42 0.99
F D-C 2.01 0.49 3.54 0.003
F E-C 0.72 -1.70 3.15 0.91
F E-D -1.29 -3.36 0.77 0.41
M B-A 0.29 -0.79 1.37 0.94
M C-A 0.42 -0.61 1.46 0.78
M D-A -1.20 -2.05 -0.35 0.001
M E-A -5.93 -7.02 -4.84 0.0001
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M C-B 0.13
M D-B -1.49
M E-B -6.22
M D-C -1.63
M E-C -6.35
M E-D -4.72

-1.22
-2.72
-7.62
-2.80
-7.71
-5.95

1.49
-0.27
-4.82
-0.45
-5.00
-3.50

0.99
0.008
0.0001
0.002
0.0001
0.0001

Analises morfologicas

O primeiro eixo PCoA capturou 80% da variagdo morfoldgica entre individuos (Figura

. . . A . . 2
7), e esteve principalmente correlacionado com a presenga ou auséncia de estrias na cabega (R™=

0,96; P < 0,001), presenca ou auséncia de duas manchas na cauda (R*= 0,96; P < 0,001),

presenga ou auséncia de carapaga oval (R*= 0,96; P < 0,001), presenga ou auséncia de escama

nucal longa (R*= 0,96; P < 0,001), coloragio do plastrio (R*= 0,96; P < 0,001) e tamanho dos

tubérculos rugosos (R*= 0,96; P < 0,001). O segundo eixo capturou 79% (Figura 7), e esteve

. . . A . 2
principalmente correlacionado com a presenga ou auséncia de carapaca redonda (R"= 0,91; P <

0,001) e carapaca alongada (R*=0,91; P < 0,001).

0.1 0.2
|

PCOA 2 (79%)
0.0

-0.1
1

Phrynops wagleri

Phrynops sp.
Phrynops viridis

Phrynops geoffroanus

Phrynops depressa

-0.2

-0.2 -0.1

T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 04

PcoA 1 (80%)

0.5

Figura 7. Distribuicdo espacial de coordenadas principais representando individuos de Phrynops

geoffroanus pertencentes a diferentes linhagens evolutivas identificadas por dados moleculares.
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Os eixos PCoA foram obtidos a partir de 14 varidveis morfoldgicas discretas e uma continua.

Cada grupo (linhagem) ¢é representado por 11 individuos.

Uma analise visual da espacializacdo das coordenadas principais produzidas pelos dois
primeiros eixos da PCoA revelou que os individuos foram consistentemente agrupados por
semelhancas morfologicas, de acordo com as linhagens identificadas por dados moleculares.
Esse resultado foi suportado pela ANOVA (Figura 8), a qual revelou diferencas morfoldgicas
significativas entre as linhagens (Fs49 = 13269; P < 0,001), e pelo teste de Tukey, cujos

resultados se encontram sumarizados na Tabela 2.

PCoA 1 (80%)
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

-0.1

-0.2

Linhagens moleculares

Figura 8. Variacdo morfologica entre linhagens definidas por caracteres moleculares de
Phrynops geoffroanus, com base em 14 caracteres discretos e um continuo. Os eixo Y mostra
coordenadas principais obtidas por uma PCoA aplicada sobre uma matriz de distancias Gower
entre pares de individuos. (A = P. waglerii, B = P. geoffroanus, C = Phrynops sp., D = P. viridis
e E = P. depressa).
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Tabela 2. Sumdario de resultados do teste de Tukey aplicado para comparar a variacdo
morfolégica entre pares de linhagens de Phrynops geoffroanus. Dados morfologicos sao
representados por coordenadas principais obtidas por uma PCoA, e as linhagens foram

identificadas por caracteres moleculares.

~ Intervalo de Intervalo de
Comparacgao . . :
entre grupos Diferenca . copflanga cor.lﬁang:a P
inferior (95%) superior (95%)
A-B 0,10 0,09 0,11 < 0,001
A-C -0,01 -0,02 -0,007 < 0,001
A-D 0,07 0,07 0,08 < 0,001
A-E 0,63 0,62 0,64 < 0,001
B-C -0,12 -0,13 -0,11 < 0,001
B-D -0,02 -0,03 -0,01 <0,001
B-E 0,53 0,52 0,53 < 0,001
C-D 0,09 0,08 0,10 < 0,001
C-E 0,65 0,64 0,66 < 0,001
D-E 0,55 0,54 0,56 <0,001
SISTEMATICA

Ordem Testudines Linnaeus, 1758
Subordem Pleurodira Cope, 1864
Familia Chelidae Gray, 1825
Subfamilia Chelinae Gray, 1825

Género Phrynops Wagler, 1830

Redescricao

Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812)

Sinonimos
Emys geoffroana Schweigger, 1812. Konigsberg. Arch. Naturwiss., 1:302. Hol6tipo: MNHN
9417 Localidade tipo: (“Brazilia” = Brazil).

73



Emys depressa Merrem, 1820. (sénior homonym). [non Emys depressa Spix, 1824 =
Acanthochelys spixii (Duméril & Bibron, 1835)], Tentam. Syst. Amphib.: 22. Localidade tipo:
Estado do Rio de Janeiro, Brasilien

Emys viridis Spix, 1824. Anim. Nova. Spec. Nov. Testud. Brasil.: 3; plate 2: fig. 3, palte 3: fig.
1. Localidade tipo: Rio Carinhanhae, tributario do Rio Sao Francisco, Brazil.

Emys tritentaculata Saint-Hilarie in Cuvier, 1829: 11. (nomen nudum et dubium)

Chelodina geoffroana (Schweigger, 1812). Fitzinger, 1826. Neue Classif. Rept.: 45.

Phrynops geoffroanus Wagler, 1830. Natiirl. Syst. Amphib.: 136.

Chelys (Hydrapsis) depressa — Gray, 1831. In Griffith & Pidgeon, Anim. Kingd. Cuvier, 9,
Synops. Spec. Rept.:16.

Chelys (Hydrapsis) viridis — Gray, 1831. In Griffith & Pidgeon, Anim. Kingd. Cuvier, 9, Synops.
Spec. Rept.:16.

Emys geoffroyana — Gray, 1831. In Griffith & Pidgeon, Anim. Kingd. Cuvier, 9, Synops. Spec.
Rept.:16.

Hydrapsis depressa Gray, 1831. Gray, Synops. Rept., 1 (Cataphracta): 41.

Hydrapsis viridis Gray, 1831. Gray, Synops. Rept., 1 (Cataphracta): 41.

Platemys geoffroana Wagler, 1833. Descr. Icon. Amphib.: plate 26.

Platemys geoffroana Duméril & Bibron, 1835. (ex errore), Erpétol. gén., Hist. Natur. Rept., 2:
418.

Platemys neuwiedii Duméril & Bibron, 1835. (nomen novum pro Emys depressa Merrem, 1820),
Erpétol. gén., Hist. natur. Rept., 2:245.

Platemys wagleri Duméril & Bibron, 1835, Erpétol. gén., Hist. natur. Rept., 2: 422. Localidade
tipo: Brazil.

Hydrapsis (Phrynops) geoffroana Fitzinger, 1835, Ann. Wien. Mus. Naturgesch., 1,
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Comentarios sobre a espécie. Foi descrita como Emys geoffroana por Schweigger em 1812,
descricdo realizada a partir do material proveniente da expedi¢do “Viagem Filosofica” chefiada
pelo naturalista Alexandre Rodrigues Ferreira. O material tipo foi levado de Lisboa durante a
invasdo napolednica e provavelmente a etiqueta contendo as informacgdes sobre a identificagdo
da localidade-tipo se perdeu durante o transporte do material para Paris. Atualmente a localidade

tipo da espécie esta designada para “Brazilia” referindo-se ao Brasil.

Holotipo (Figura 9). Muséum National d’Histoire Naturalle, Paris, MNHN 9417 (fémea adulta),

localidade tipo “Brasilia”, referindo-se ao Brasil.

Descricio do Holdtipo. Veja em The Life and Herpetological Contributions of August

Frederich Schweiggew (1783-1821).

Material Examinado. INPA-H 34257, 34258, 34262, 33841, 33842, 33843, 34892, 34896,
34898, 34899, 34900 (fémeas); INPA-H 34263, 34894, 34890, 34891, 34897, 34895, 34893

(machos).

Nova diagnose. A espécie ¢ atribuida ao género pela combinagdo dos seguintes caracteres
(seguindo McCord et al. 2001): cabeca plana e larga; o focinho ¢ rombo; cinco a sete 0sso
neurais; o primeiro osso neural estd presente, em contato com o proneural e separa o primeiro
par de costais; a carapaca ¢ relativamente plana; a 11 escama marginal sdo mais largas que as
supracaudais; as bordas laterais ndo sdo viradas para cima e ndo sdo estreitas; a costura inter-anal
do plastrdo ¢ mais longa do que a costura inter-humeral; as escamas tibiais na regido antero-
medial ndo s3o redondas; os barbelos geralmente sdo longos. Phrynops geoffroanus ¢
diagnosticado pela combinacdo dos seguintes caracteres: 1) regido dorsal da cabeca com pintas
sequenciais formando estrias irregulares de coloragdo cinza ou esbranqui¢ada evidentes que vao
do focinho e ndo ultrapassam a cabega; 2) regido ventral da cabe¢a com muitas manchas pretas

em forma de estrias relativamente abundantes; 3) vista lateral da cabega possui duas linhas
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laterias pretas intercaladas por uma linha branca, a primeira linha preta inicia na ponta do
focinho passando pelo olho e timpano e se estende até a regido do pescoco, a linha branca
bastante evidente inicia abaixo da narina atravessando o olho, passando por cima do timpano e
vai até o final do pescoco, € a segunda linha preta mais estreita inicia abaixo da mandibular e vai
até o final do pescogo; 4) o comprimento da cabeca ¢ 20,9% do comprimento total da carapaca
(CCA) para as fémeas e de 19.6% para os machos ; 5) a carapaga ¢ oval e relativamente
aplainada com listras pretas descontinuas bem marcantes tanto nos adultos quanto nos juvenis; 6)
a coloracdo da carapaga ¢ marrom escuro ou claro; 7) o plastrdo ¢ predominantemente sem
manchas nos adultos, mais nos juvenis elas sdo evidentes, de coloragdo preta contrastando com o
laranja-avermelhado do plastrdo; 8) possui uma quilha evidente nos adultos e raltivamente
segmentada nos juvenis; 9) a escama gular ¢ mais larga do que longa; 10) a cauda possui duas
listas prestas largas que vao desde a coxa até ponta posterior da cloaca; 11) os membros
anteriores e psteriores com poucas manchas variando entre estrias e pintas; 12) a regido dorsal do
pescoco € rugosa, bastante abundante com tubérculos grandes de coloragdo esbranquicada; 13)
em vida os machos adultos apresentam tanto as estrias da cabega quanto os tuberculos do
pescoco laranja-avermelhado e os juvenis apresentam o plastdo de coloragdo laranja-

avermelhado bem vibrante.

Descricio da morfologia externa. Carapaca: A carapaca ¢ oval e relativamente aplainada com
listras pretas irregulares descontinuas bem marcantes tanto nos adultos quanto nos juvenis. A
coloragdo da carapaca ¢ marrom clara a marrom escuro; Os pontos mais anteriores da carapaca
estdo entre a 1-7 escamas marginais, enquanto que a regido mais expandida da carapaga vai da
7—-12 marginais. Nos adultos a quilha vertebral ¢ bastante evidente; Plastrdo: A formula do
plastrdo utilizando a linha mediana é: fem > gul > abd > ana > peit > hum. Predominantemente
sem manchas nos adultos e juvenis. A cor do plastrdo ¢ Amarela ou Creme. O lobo posterior do
plastrdo ¢ mais comprido que o anterior. O lobo anterior ¢ marcadamente mais estreito que o

posterior.
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Tamanho e dimorfismo sexual. As fémeas desta espécie podem chegar de atingir em média
(221.5 + 52.4 mm), enquanto que os machos atingem até (251.0 £ 55.6 mm). Os maiores

espécimes medidos neste estudo sao uma fémea de 302.8 mm e um macho de 278.0 mm.

Figura 9. Hol6tipo de Phrynops geoffroanus MNHN 9417. A) vista lateral da cabega; B) vista

ventral da cabeca; C) vista dorsal da cabega; D) carapaca; E) plastrao. Fotos: Roger Bour.
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Comparacido com outras espécies. Phrynops geoffroanus (Figura 10) se destingue das outras
espécies pelos seguintes caracteres (caracteristicas das outras espécies comparadas entre

parénteses).

A

S

) SN o X
u"“’d"“ B v

Figura 10. Espécime de Phrynops geoffroanus, macho adulto, coletado no Rio Araguaia,
municipio de Barra do Gargas, estado do Mato Grosso. Em sentido horario, aspectos geral,

detalhe da cabeca, plastrdo e carapaca respectivamente.
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De Phrynops williamsi (Figura 11), regido dorsal da cabeca com estrias irregulares que

vao do focinho e ndo ultrapassam a cabega (estrias longitudinais que vao da ponta do focinho até

a regido do pescogo); regido ventral da cabega com manchas pretas em forma de estrias

relativamente abundantes (listras pretas largas em forma de ferradura); vista lateral com duas
linhas laterias pretas intercaladas por uma linha branca (com trés linhas laterais largas); a
carapaca ¢ oval e relativamente aplainada com listras pretas descontinuas bem marcantes
(carapaga pouco aplainada com listras pretas continuas;

Figura 11. Espécime de Phrynops williamsi, macho adulto, coletado no Rio Cadeia, municipio
de Picada Café (Localidade-tipo), estado do Rio Grande do Sul. Em sentido horario, aspectos

geral, detalhe da cabega, plastrao e carapaga respectivamente. Fotos: Rafael Balestrin.

De Phrynops hilarii (Figura 12), o plastrdo ¢ predominantemente sem manchas nos
adultos (com manchas em forma de pintas grossas ou ocelos); regido dorsal da cabeca com
estrias irregulares que vao do focinho e ndo ultrapassam a cabega (auséncia de estrias na cabeca);

a coloragdo da carapaga ¢ marrom escuro ou claro (colorac¢do cinza ou verde oliva); a carapaca
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com listras pretas descontinuas bem marcantes (auséncia de listras); vista lateral da cabeca

possui duas linhas laterias pretas intercaladas por uma linha branca (uma tnica linha preta

delgada que vai da ponta do focinho até o pescoco)

Figura 12. Espécime de Phrynops hilarii, f€émea adulta, coletado no Rio Itajai-Acu, municipio
de Apitna, estado de Santa Catarina. Em sentido horario, aspectos geral, detalhe da cabecga,

plastrdo e carapaga respectivamente. Fotos: Tobias Saraiva Kunz, exceto detalhe da cabega.

De Phrynops tuberosus (Figura 13), plastrdo ¢ predominantemente sem manchas nos
adultos (com manchas pretas nos adultos); a regido dorsal do pescogo ¢ rugosa com tubérculos

grandes de coloragdo esbranquicada (tubérculos preto).
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Figura 13. Espécime de Phrynops tuberosus, macho adulto, coletado no Rio Cauamé, municipio

de Boa Vista, estado de Roraima. Em sentido horério, aspectos geral, detalhe da cabeca, plastrao

€ carapaca respectivamente.

Redescricao. A carapaca ¢ oval e raltivamente aplainada com CCA de 221.5 + 52.4 mm (124.0
—302.8 mm) para fémeas adultas e CCA de 251.0 + 55.6 mm (124.0 — 302.8 mm) para machos

adultos;

Variacao. A coloracdo da carapaca ¢ marrom claro ou marrom escuro, a quilha dorsal ¢ evidente
em alguns adultos e relativamente segmentada, visivel a partir da primeira, segunda ou terceira
escama, em alguns juvenis a quilha apresenta-se a partir da primeira escama vertebral, a cauda
possui duas listras pretas que vao desde a coxa até a ponta posterior da cloaca, em outros
espécimes esta listra estdo presentes somente na cauda, a regido ventral dos membros anteriores

e posteriores com poucas manchas variando entre estrias e pintas, estrias bastante marcante na
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maioria dos espécimes em alguns menos marcante, membros anteriores e posteriores com

manchas predominantemente na maioria dos espécimes, em outros com menos manchas.

Medidas morfométricas (mm). Média dos espécimes fémeas: CCB 46.3; LCB 40.0; ACB 23.9;
LIO 9.2; CCA 221.5; LCA 171.8; ACA 66.1; CEV1 44.1; CEV2 35.2; CEV3 36.6; CEV4 33.4;
CEVS 39.6; LEV1 62.4; LEV2 40.8; LEV3 39.2; LEV4 37.9; LEVS 51.3; CPMi 183.0; CPMa
198.7; LPL 135.0; LPAP 77.4; LPPP 47.8; LPGH1 22.4; LPGH2 17.2; LPGH3 46.8; LPFA
59.6; EIG 42.3; EIH 22.8; EIP 23.1; EIAB 28.1; EIF 35.5; EAN 30.6; LPAP 109.3; LPPP 87.7;

machos: CCB 49.3; LCB 39.2; ACB 24.1; LIO 9.3; CCA 251.0; LCA 185.9; ACA 66.9; CEV1
48.0; CEV2 41.4; CEV3 42.1; CEV4 39.6; CEVS5 45.7; LEV1 64.4; LEV2 45.0; LEV3 44.3;
LEV4 40.3; LEVS 55.5; CPMi 206.9; CPMa 223.0; LPL 148.8; LPAP 80.5; LPPP 55.7; LPGH1
24.7; LPGH2 17.8; LPGH3 47.7; LPFA 66.2; EIG 41.9; EIH 26.5; EIP 27.2; EIAB 34.6; EIF

45.7, EAN 32.5; LPAP 116.2; LPPP 96.9.

Coloracio em preservaciio. A coloracao do material preservado em alcool se perde em algumas
regides do corpo, as mais afetadas foram a regido dorsal e ventral da carapaca, os tubérculos da

regido do pescoco e as estrias da cabeca que desbotaram bastante.

Distribuicio geografica e histéria natural. Phrynops geoffroanus ocorre nas regides Centro-
oeste e Norte do Brasil, nos estados do Mato Grosso, Goids, Tocantins e Para e provavelmente
no estado do Maranhdo. Nao parece estar em simpatria com qualquer outro membro de
Phrynops. Na regido Centro-oeste ¢ facilmente encontrada em pequenos corregos antropizados
com cobertura vegetal na regido metropolitana de Cuiabéd em altas densidades no rios Coxip6 e
Cuiaba. Nas horas mais quentes do dia sdo facilmente vistos assoalhando sobre as pedras no leito

do rio Coxip6.
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Revalidac¢ao taxonémica

Emys depressa (Merrem, 1820)

Sinonimos

Emys depressa Merrem, 1820 [non Emys depressa Spix, 1824 = Acantochelys spixii (Duméril &
Bibron, 1835)], Tentam. Syst. Amphib.:22. — Localidade tipo: Brazil.

Chelys (Hydrapsis) depressa — Gray, 1831 in Griffith & Pidgeon, Anim. Kindg. Cuvier, 9,
Synops. Spec. Class Rept.: 16.

Hydrapsis depressa — Gray, 1831. Synops. Rept., 1 (Cataphracta): 41.

Platemys neuwiedii Duméril & Bibron, 1835. (nomen novum pro Emys depressa Erpétol. gén.,
Hist. Natur. Rept., 2: 425.

Platemys depressa Strauch, 1862. Mém. Acad. Impér. Sci. St. Pétersbourg, Sér. 7, 5 (7): 47.

Comentarios sobre a espécie. Foi descrita como Emys depressa por Merrem em 1820,
descri¢do baseada em poucos caracteres morfologicos. Deve ser mencionado que Duméril &
Bibron deu um novo nome, Platemys neuwiedii para Emys depressa (Wied-Neuwied em
Merrem, 1820: 22) retratada por Maximilian Zu Wied-Neuwied (1825: Lieferung 9). Portanto
Emys depressa (Platemys neuwiedii) sdo atualmente considerados sindbnimos subjetivos de Emys

geoffroana (=Phrynops geoffroanus) (Bour, 2008a).

Holotipo. (Figura 14). Este taxon ndo possui um espécime tipo (holotipo) e a localidade tipo €
imprecisa, designada para o Brasil, provavelmente o tipo se perdeu. Existe apenas as pranchas da

espécie retratada por Wied-Neuwied, 1822 (pl. 4 ¢ 5).

Descri¢ao do holétipo. Segundo a descricdo de Merrem, 1820, a carapacga ¢ eliptica, convexa

deprimida, com 13 escudos no meio do corpo; a cabeca ¢ inclinada; os dedos sdo distintos, com
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garras afiadas; bico corne e o esterno ¢ imdvel; de acordo com Wied-Neuwied, 1822, a carapaca
¢ eliptica com 13 escudos; dois barbilhdes curtos sobre o queixo; cinco dedos nas maos e quatro
dedos nos pés; a parte inferior do pescogo com manchas enegrecidas, uma delas sob o queixo em

forma de ferradura; o casco de coloragdoo marrom com tiras enegrecidas.

Figura 14. Holotipo de Phrynops depressa, ilustragdo da prancha publicada em Wied-Neuwied
(1825). A) vista lateral da cabeca; B) vista dorsal da cabeca; C) vista ventral da cabega; D)

carapaca; E) Plastrdo.

Material examinado. INPA-H 27814, 27810 (fémeas); INPA-H 27806, 27811, 27813, 27807,

27808, 27815, 27816, 27809 (machos).
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Determinacio de nedtipo para Phrynops depressa

Phrynops depressa ¢ um taxon que nao possui um holétipo (série tipo), somente uma
ilustragcdo, e sua localidade tipo ¢ imprecisa, estd declarada para o Brasil. Eliminando a
possibilidade deste tdxon se enquadrar na descri¢cao de outras espécies do género comparamos as
descrigdes originais das espécies validas atualmente e dos sindnimos de Phrynops geoffroanus.
Confrontando os desenhos das pranchas disponiveis em Wied-Neuwied, 1822 com os espécimes
que coletamos no estado de Minas Gerais confirmamos aqui que tratam-se da mesma espécie.
Em consequéncia disso, selecionamos um espécime de Minas Gerais (Mata Atlantica) como

nedtipo com objetivo de esclarecer o status taxondmico deste tdxon.

Neotipo (Figura 15). INPA-H 27809 macho adulto, coletado na Reserva Particular do
Patrim6nio Natural — RPPN Miguel Feliciano Abdala, municipio de Caratinga, estado de Minas

Gerais (19°43°33.3”S; 41°48°07.8”W), coletado em 28/02/2011 por V.T. de Carvalho.

Descricao do neétipo: 1) regido dorsal da cabeca com estrias irregulars bem marcantes de
coloracdo acinzentada que vao do focinho até a regido do pescoco; 2) regido ventral da cabeca
com estrias pretas irregulars muito marcantes, arredondadas ou em forma de estrias largas
relativamente abundantes; 3) vista lateral da cabeca possui duas linhas laterias pretas intercaladas
por uma linha branca, a primeira linha preta inicia na ponta do focinho passando pelo olho e
timpano e se estende até a regido do pescogo, a linha branca menos evidente inicia na ponta do
focinho abaixo da narina e do olho, passando por cima do timpano e vai até o final do pescoco, e
a segunda linha preta mais estreita e menos evidente que a primeira inicia na por¢ao posterior da
mandibula e vai até o final do pescoco; 4) o comprimento da cabeca ¢ 22,5% do comprimento
total da carapaga (CCA); 5) a carapaca ¢ alongada, convexa a partir da segunda escama
vertebral, ligeiramente estreita, pouco aplainada, de coloragdo marrom claro a marrom escuro

com estrias pretas irregulares descontinuas relativamente evidentes; 6) a colora¢do do plastrao ¢
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amarela a amarelo-alaranjado; 7) o plastrdo ¢ levemente manchado por pintas ou estrias
irregulares; 8) quilha vertebral pouco evidente, segmentada, iniciando a partir da primeira
escama vertebral; 9) a escama gular ¢ mais larga do que longa; 10) a cauda possui duas listras
pretas bem marcantes que vai da coxa até a ponta da cauda em ambos os lados; 11) os membros
anteriores e posteriores com manchas pretas bem marcantes arredondadas; 12) a regido dorsal do
pescoco € rugosa, com tubérculos pretos e pequenos menos definidos; 13) em vida os machos
adultos apresentam tanto as estrias da cabega quanto os tuberculos do pescogo laranja-

avermelhado e os juvenis apresentam o plastdo de coloragdo laranja-avermelhado bem vibrante.

Variacao. A coloragdo da carapaga ¢ marrom claro ou marrom escuro, a quilha dorsal ¢ pouco
evidente e segmentada nos adultos e nos juvenis, iniciando a partir da primeira escama vertebral,
ao longo de toda carapaga possui estrias descontinuas presentes nos adultos, sendo que nos
juvenis ela ¢ pouco evidente, o plastrdo ¢ levemente manchado nos adultos e nos juvenis
apresentam pintas pretas irregulares, os membros anteriores e posteriores apresentam manchas

pretas bem marcantes nos adultos € menos evidente nos juvenis.

Medidas morfométricas do nedtipo (mm). CCB 54.8; LCB 42.0; ACB 24.2; LIO 8.9; CCA
241.6; LCA 175.4; ACA 60.3; CEV1 50.6; CEV2 35.0; CEV3 38.5; CEV4 40.0; CEVS 40.9;
LEV1 63.9; LEV2 39.2; LEV3 39.4; LEV4 38.3; LEVS 48.8; CPMi 194.1; CPMa 211.6; LPL
139.1; LPAP 87.7; LPPP 53.5; LPGH1 20.2; LPGH2 13.4; LPGH3 48.1; LPFA 68.3; EIG 38.4;

EIH 34.0; EIP 23.8; EIA 24.0; EIF 34.2; EAN 36.4; LPAP 123.6; LPPP 93.5.
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Figura 15. Neotipo de Phrynops depressa INPA-H 27809 (macho adulto).

Descricio da morfologia externa. Carapacga: A carapaca ¢ alongada, convexa e pouco
aplainada; A coloragdo ¢ de marrom claro a marrom escuro com estrias pretas irregulares

descontinuas ao longo de toda carapaca relativamente evidentes nos adultos; os pontos mais
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anteriores da carapaga estdo entre a 1-5 escamas marginais, enquanto que a regido mais
expandida da carapaca vai da 6—12 marginais. Nos adultos a quilha vertebral ¢ segmentada e
pouco evidente; Plastrao: A formula do plastrio utilizando a linha mediana ¢: gul > ana > hum >
fem > peit > abd; plastrdo levemente com manchas em forma de estrias ou pintas nos adultos e
juvenis. A cor do plastrdo ¢ Amarela. O lobo posterior do plastrdo ¢ mais comprido que o

anterior. O lobo anterior ¢ marcadamente mais estreito que o posterior.

Tamanho e dimorfismo sexual. As fémeas desta espécie pode chegar de em média (204.9 +
27.5 mm), enquanto que os machos atingem até (202.6 £ 30.6 mm). Os maiores espécimes

medidos neste estudo sdo uma fémea de 224.0 mm e um macho de 247.0 mm.

Distribuicio geografica e histéria natural. Phrynops depressa ocorre na regido Sudeste do
Brasil, no estado de Minas Gerais e provavelmente nos estados do Espirito Santo e Rio de
Janeiro. No municipio de Caratinga, estado de Minas Gerais (bioma Mata Atlantica), a espécie ¢
facilmente encontrado nas margens do rio Manhuacu, um dos principais afluentes da margem
direita do rio Doce, numa regido denominada Zona da Mata. A espécie, também ¢ encontra nos
pequenos corregos que drenam para o0 Manhuagu e entre os afloramentos rochosos nas margens e

no meio do rio.

Habitat. A espécie foi registrada em ambiente de Mata Atlantica, na RPPN — Miguel Feliciano

Abdala, nas margens e corredeiras do rio Manhuagu (Figura 16) (19.725810° S; 41.802147° W),

afluente da margem direita do rio Doce
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Figura 16. Habitat de Phrynops depressa, Rio Manhuagu, RPPN — Miguel Feliciano Abdala,

municipio de Caratinga, Minas Gerais.

Emys viridis (Spix, 1824)

Sinonimos

Emys viridis Spix, 1824. Anim. Nova. Spec. Nov. Testud. Brasil.: 3; plate 2: fig. 3, palte 3: fig.

1. Localidade tipo: Rio Carinhanhae, tributario do Rio Sao Francisco, Brazil.

Chelys (Hydrapsis) viridis — Gray, 1831. In: Griffith & Piggeon, Anim. Kingd. Cuvier, 9,
Synops. Spec. Class Rept.: 16.

Hydrapsis viridis — Gray, 1831. Synops. Rept., 1 (Cataphracta): 41.

Comentarios sobre a espécie. Foi descrita como Emys viridis por Spix (1824). Em sua
descrigdo Spix ndo menciona o nimero de espécimes que utilizou para descrevé-la, mais
forneceu uma descri¢do muito detalhada e a ilustracdo da carapaca e do plastrdo em sua obra.
Segundo Fittkau (1983) as ilustragdes sdo o espelho perfeito da carapaca e do plastrao e pode ser

considerado o holétipo de Emys viridis (ZSM 3008/0) que estd bastante preservada mais que
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possui somente o esqueleto da carapaca. O comprimento da carapaca médio ¢ de 228 mm e o
maximo de 235 mm, o comprimento minimo do plastrao ¢ de 187 mm e méximo de 201 mm. De
acordo com a descrigdo original e Vanzolini (1981) a espécie foi coletada por Spix e Martius na
expedi¢do ao Brasil entre 1817-1820.

Holotipo (Figura 17). Zoologische Staatssammlung Miinchen, ZSM 3008/0 (adulto), localidade
tipo rio Carinhanhae = rio Carinhanha (14° 18’S; 43° 47°W), tributario do rio S@o Francisco,

Brasil.

Descricao do holotipo. Veja em Spix, 1824. Animalia Nova, Species Novae, Testudinum et

Ranarum, pg. 5, pl. II fig. 3 e pl. III fig. 1.

Figura 17. Holotipo de Phrynops viridis ZSM 3008/0. A) fotografia da carapaga e do plastrao do

holétipo; B) prancha publicada em Spix (1824).
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Material examinado. INPA-H 27999, 27988, 27997, 27993, 27991, 27992, 28000, 27995,
27989, 27994, 28001, 27996, 27987, 30532, 30533, 30531, 34887, 34884, 34886, 27799, 27798,
27796, 27802, 27803 (fémeas), INPA-H 27998, 27990, 30529, 30534, 30530, 34879, 34888,
34881, 34882, 34883, 34885, 34880, 27792, 27797, 27794, 27795, 27793, 27800, 27801

(machos).

Nova diagnose. Phrynops viridis (Figura 18) ¢ diagnosticado pela combinagdo dos seguintes
caracteres: 1) regido dorsal da cabeca ¢ esverdeada com duas estrias pretas paralelas irregulares
bem marcantes que iniciam acima dos olhos e adentram a regido do pecogo; 2) regido ventral da
cabega com estrias pretas irregulares muito marcantes, arredondadas ou em forma de estrias
delgadas relativamente abundantes; 3) vista lateral da cabeca possui duas linhas laterias pretas
delgadas, uniformes, intercaladas por uma linha branca ndo muito marcante, a primeira linha
preta inicia na ponta do focinho, apds a narina, passando pelo olho e timpano e se estende até o
final do pescogo, a linha branca menos evidente inicia apds a mandibula e vai até o final do
pescoco, ¢ a segunda linha preta inicia na regido gular (queixo) e se estende até o final do
pescoco; 4) o comprimento da cabeca € 22.5% do comprimento total da carapaga (CCA) para as
fémeas e de 21.2% para os machos; 5) a carapaca ¢ arredondada, pouco aplainada; 6) a coloragdo
da carapaca ¢ marrom claro a marrom escuro com estrias pretas irregulares descontinuas pouco
evidentes; 7) o plastrdo ¢ bastante manchado por pintas ou estrias irregulares; a coloracdo do
plastrdo ¢ vermelho-alaranjado; 8) quilha vertebral bastante evidente, segmentada, iniciando a
partir da primeira escama vertebral; 9) a escama gular ¢ mais larga do que longa; 10) a cauda
possui duas listras pretas bem marcantes que vai da coxa até a ponta da cauda; 11) os membros
anteriores e posteriores com pequenas manchas pretas arredondadas; 12) a regido dorsal do
pescoco ¢ bastante rugosa, com tubérculos pretos grandes; 13) em vida os machos adultos
possuem tubérculos do pescogo de coloragdo laranja; o plastdo de coloragdo laranja-avermelhado

vibrante.
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Medidas morfométricas (mm). Média dos espécimes fémeas: CCB 55.3, LCB 45.4, ACB 26.5,
LIO 8.6, CCA 244.8, LCA 180.3, ACA 70.8, CEV1 46.6, CEV2 39.7, CEV3 41.5, CEV4 394,
CEVS5 43.4, LEVI1 61.9, LEV2 41,8, LEV3 39.9, LEV4 37.0, LEV5 53.0, CPMi 201.2, CPMa
221.6, LPL 144.7, LPAP 79.1, LPPP 52.4, LPGH1 22.7, LPGH2 16.2, LPGH3 46.9, LPFA 63.0,
EIG 41.0, EIH 27.6, EIP 27.7, EIA 32.0, EIF 40.8, EIAN 33.8, LPA 114.0, LPP 92.2;

machos: CCB 44.7; LCB 37.8; ACB 22.0; LIO 7.57; CCA 210.0; LCA 154.2; ACA 59.5; CEV1
40.0; CEV2 34.5; CEV3 35.9; CEV4 31.9; CEVS5 37.0; LEV1 55.3; LEV2 38.2; LEV3 37.3;
LEV4 35.3; LEVS 44.8; CPMi 170.9; CPMa 189.7; LPL 120.7; LPAP 66.5; LPPP 46.5; LPGH1
19.4; LPGH2 14.3; LPGH3 39.9; LPFA 53.3; EIG 35.9; EIH 23.0; EIP 22.6; EIAB 27.1; EIF

35.0; EAN 27.7; LPAP 96.0; LPPP 76.5.

Figura 18. Espécime de Phrynops viridis, fémea adulta, coletado no Rio Carinhanha, municipio

de Carinhanha (Localidade-tipo), estado da Bahia. Em sentido horario, aspectos geral, detalhe da

cabeca, plastrao e carapaga respectivamente.
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Descricio da morfologia externa. Carapaca: A carapaca ¢ arredondada pouco aplainada com
listras pretas irregulares em alguns espécimes, em outros auséncia total de estrias. A coloracdo
da carapaga ¢ marrom clara a marrom escuro; os pontos mais anteriores da carapaga estao entre a
1-5 escamas marginais, enquanto que a regido mais expandida da carapaca vai da 6—12
marginais. Nos adultos e juvenis a quilha vertebral ¢ bastante evidente, iniciando a partir da
primeira escama vertebral; Plastrao: A féormula do plastrdo utilizando a linha mediana é: gul >
fem > ana > abd > hum > peit. Predominantemente com muitas manchas em forma de pintas ou
estrias nos adultos e juvenis. A cor do plastrdo ¢ laranja-avermelhado. O lobo posterior do
plastrdo ¢ mais comprido que o anterior. O lobo anterior ¢ marcadamente mais estreito que o

posterior.

Tamanho e dimorfismo sexual. As fémeas desta espécie podem chegar de atingir em média
(244.8 £ 64.3 mm), enquanto que os machos atingem até (210.0 + 43.6 mm). Os maiores

espécimes medidos neste estudo sao uma fémea de 350.0 mm e um macho de 276.7 mm.

Distribuicio geografica e histéria natural. Phrynops viridis ocorre na regido Nordeste do
Brasil, nos estados o Rio Grande do Norte, Ceara, Pernambuco, Bahia, Distrito Federal e
provavelmente nos estados do Piaui, Paraiba, Sergipe e Alagoas. No municipio de Caicd
(Caatinga), estado do Rio Grande do Norte, a espécie ¢ facilmente vista no Lago Itans e nos
tanques de psicultura do Denocs — Departamento Nacional de Obras Contra a Seca; no municipio
de Juazeiro do Norte (Caatinga), estado do Ceard, a espécie ¢ encontrada no rio Palmeiras,
localizado na regido metropolitana de Juazeiro e nos pequenos corregos antropizados da cidade;
no municipio de Tamandaré (Mata Atlantica), estado do Pernambuco, a espécie ¢ encontrada na
Reserva Biologia Saltinho e no rio Paquevira; no municipio de Carinhanha (Caatinga), estado da
Bahia, localidade tipo da espécie, ¢ facilmente encontrada nas margens do rios Carinhanha e Sdo
Francisco; em Brasilia, Distrito Federal, a espécie ¢ encontrada em abundancia nas margens do

Lago Paranod, principalmente na marina do Tenis Clube Brasilia.
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Habitat. A espécie foi registrada em ambiente de transi¢cdo entre os biomas Cerrado e Caatinga,
na divisa entre os estados da Bahia e Minas Gerais, nas margens do rio Carinhanha, (Figura 19)

(14.319964° S; 43.847613° W), afluente da margem esquerda do rio Sao Francisco.

Figura 19. Habitat de Phrynops viridis, rio Carinhanha (Localidade-tipo), municipio de
Carinhanha, Bahia.

Platemys waglerii (Duméril & Bibron, 1835)

Sin6énimos.

Platemys waglerii Duméril e Bibron, 1835. Erpétol. gén., Hist. Natur. Rept., 2: 242, localidade
tipo: Brasil.

Hydrapsis waglerii Gray, 1844. (ex errore), Cat. Tort. Crocod. Amphisb. Coll. Brit. Mus.: 41.
Platemys waglerii Boulenger, 1889. Cat. Chelon. Rhynocheph. Croco. Brit. Mus. (Natur. Hist.):
225.

Phrynops waglerii — Stejneger, 1909. Proc. Biol. Soc. Washington, 22: 127.
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Comentarios sobre a espécie. Foi descrita como Platemys waglerii por Duméril & Bibron,
1835. Esta espécie foi dedicada a Johann Georg Wagler (1800-1832), zodlogo alemdo e
taxonomista que durante sua vida trabalhou principalmente com répteis e aves. Em sua obra
Duméril e Bibron forneceram uma descri¢do bastante detalhada da espécie. O hol6tipo esta
empalhado no Muséum National d’Histoire Naturalle, Paris, MNHN 8758, o espécime tipo
aparenta ser de uma (fémea adulta), o membro anterior esquerdo e posterior direito ndo existem
mais (Bour, 2008). De acordo com Bour (2008) a identidade de Platemys waglerii (=Phrynops
waglerii) permanence enigmatica. Apos a descri¢ao original foi considerada uma espécie valida,
mais sem dados adicionais até que novos espécimes foram coletados em Piracicaba, estado de
Sao Paulo por Hermann von Thering em 1898 que mencionou que o espécime trata-se de uma

Platemys waglerii.

Holétipo (Figura 20). Muséum National d’Histoire Naturalle, Paris, MNHN 8758

(aparentemente uma fémea adulta), localidade tipo “Brasilia”, referindo-se ao Brasil.

Descricao do holétipo. Este Platemys é de todos os seus congeneres aquele cuja caixa de 0ssos
(carapaga) ¢ mais alongada. A carapaca ¢ oval e as duas extremidades sdo estreitas, a anterior ¢
arredondada ou truncada e a posterior subobtusa. O disco da carapaca ¢ ligeiramente compactado
nos dois ultimos pares de placas (escamas) costais. A escama nucal ¢ quadrilateral e ¢ mais longa
do que larga. Todas as escamas que cobrem a carapaca sdo lisas. A primeira placa vertebral tem
oito lados, cinco dos quais tocam a nuca. O plastrdo ¢ arredondado e mais largo na regido

anterior do que posterior.
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Figura 20. Hol6tipo de Phrynops waglerii MNHN 8758. A) vista lateral da cabeca; B) vista

ventral da cabega; C) vista dorsal da cabega; D) carapaca; E) Plastrdo. Fotos: Roger Bour.
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Nova diagnose. Phrynops waglerii (Figura 21) ¢ diagnosticado pela combinagdo dos seguintes
caracteres: 1) regido dorsal da cabega ¢ preta com varias estrias acizentada a esbranquicada bem
marcantes que iniciam entre a regido orbital (entre olhos) e vai até o final da caixa craniana; 2) a
regido ventral da cabega com pouquissimas listras, estrias ou pintas pretas irregulares; 3) vista
lateral da cabeca possui duas linhas laterias pretas, intercaladas por uma linha branca muito
marcante, a primeira linha preta inicia na ponta do focinho apds a narina, passando pelo olho e
timpano e se estende até o final do pescogo, a linha branca bem evidente inicia apds a narina e
vai até o final do pecoco, e a segunda linha preta inicia na ponta do focinho e se estende até o 2/3
do pescogo; 4) o comprimento da cabeca ¢ 19.4% do comprimento total da carapaga (CCA) para
as fémeas e de 19.5% para os machos; 5) a carapaga ¢ oval, bastante aplainada; 6) de coloragdo
marrom escuro e auséncia de listras ou estrias; 7) o plastrao ¢ relativamente manchado por pintas
ou estrias irregulares de coloragdo preta e a coloragdo do plastrdo ¢ amarelo-alaranjado; 8) quilha
vertebral pouco evidente, segmentada, iniciando a partir da primeira escama vertebral; 9) a
escama gular ¢ mais longa do que larga; 10) a cauda possui duas listras pretas bem que vai da
coxa até a ponta posterior da cloaca; 11) os membros anteriores e posteriores com pouquissimas
manchas pretas arredondadas; 12) a regido dorsal do pescogo ¢ bastante rugosa, com tubérculos
pretos grande arredondados; 13) em vida os machos adultos possuem tubérculo do pescoco de
coloracdo acizentada ou esbranquicada bastante abundantes; o plastdo de coloracdo amarelo-

laranjado.

Medidas morfométricas (mm). Média dos espécimes fémeas: CCB 52.0; LCB 43.7; ACB 26.0;
LIO 9.8; CCA 266.9; LCA 199.1; ACA 73.5; CEV1 51.7; CEV2 45.2; CEV3 45.4; CEV4 40.8;
CEVS 47.9; LEV1 71.3; LEV2 49.6; LEV3 48.3; LEV4 45.0; LEVS 56.7; CPMi 216.5 CPMa
241.4; LPL 169.9; LPAP 89.4; LPPP 60.0; LPGH1 27.7; LPGH2 20.3; LPGH3 50.0; LPFA
71.1; EIG 45.1; EIH 29.3; EIP 30.4; EIAB 36.3; EIF 48.8; EAN 35.8; LPAP 126.6; LPPP 104.1;
machos: CCB 49.9; LCB 39.6; ACB 24.2; LIO 9.31; CCA 255.4; LCA 187.6; ACA 67.9; CEV1

44.6; CEV2 42.5; CEV3 42.9; CEV4 40.4; CEVS5 46.1; LEV1 65.1; LEV2 46.4; LEV3 45.6;
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LEV4 41.6; LEVS 56.6; CPMi 210.0; CPMa 225.8; LPL 150.2; LPAP 80.9; LPPP 55.7; LPGH1
24.4; LPGH2 17.7; LPGH3 47.71; LPFA 67.1; EIG 42.1; EIH 26.5; EIP 28.0; EIAB 34.9; EIF

46.5; EAN 33.1; LPAP 116.8; LPPP 97.8.

TR i

Figura 21. Espécim

de Piracicaba, estado de Sao Paulo. Em sentido horario, aspectos geral, detalhe da cabecga,

plastrdo e carapaca respectivamente.

Descricio da morfologia externa. Carapaca: A carapaca ¢ oval, bastante aplainada, de
coloracdo marrom escuro e auséncia de listras ou estrias, tanto nos adultos quantos nos juvenis.
A colorag@o da carapaga ¢ marrom escuro, quase preto; os pontos mais anteriores da carapaca
estdo entre a 1-5 escamas marginais, enquanto que a regido mais expandida da carapaca vai da
6—12 marginais. Nos adultos e juvenis a quilha vertebral ndo ¢ muito evidente, iniciando a partir

da primeira escama vertebral; Plastrao: A formula do plastrao utilizando a linha mediana ¢é: fem

98



> gul > abd > ana > peit > hum. Predominantemente com poucas manchas em forma de pintas ou
estrias nos adultos e juvenis. A cor do plastrdo ¢ amarelo-laranjado, nos juvenis ¢ avermelhado.
O lobo posterior do plastrdo ¢ mais comprido que o anterior e o lobo anterior ¢ mais estreito que

0 posterior pouca coisa.

Tamanho e dimorfismo sexual. As fémeas desta espécie podem chegar de atingir em média
(266.9 £ 49.9 mm), enquanto que os machos atingem até (255.4 + 46.2 mm). Os maiores

espécimes medidos neste estudo sao uma fémea de 350.3 mm e um macho de 309.7 mm.

Distribuicio geografica e histéria natural. Phrynops waglerii ocorre nas regides Centro-oeste,
Sudeste ¢ Sul do Brasil, nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Parand e ainda em Corrientes na Argentina. No municipio de Porto Estrela (Cerrado),
estado do do Mato Grosso, a espécie ¢ facilmente encontrada em pequenos cérregos com mata
ciliar; em Brasilia, no Distrito Federal a espécie ¢ muito abundante nas margens do Lago
Paranod, principalmente na marina do Tenis Clube Brasilia; no municipio de Campo Grande
(Cerrado), estado de Mato Grosso do Sul, a espécie ¢ muito abundante no corrego (sem
cobertura vegetal) canalizado e antropizado, Anhanduinzinho, localizado na regido
metropolitana de Campo Grande; no municipio de Castilho, estado de Sdo Paulo, a espécie ¢
bastante abundante nas margens do rio Aguapei, afluente da margem direita do rio Parand; no
municipio de Piracicaba, estado de Sdo Paulo, a espécie ¢ bastante frequente em algum trechos
do rio Piracicaba e em alguns de seus afluentes; no municipio de Uberlandia, estado de Minas
Gerais, a espécie ¢ muito abundante no rio Uberabinha, localizado na regido metropolitana de
Uberlandia; no municipio de Londrina, estado do Parand, a espécie ¢ abundante no Ribeirdo
Linddia, com mata ciliar em ambas as margens e na Provincia de Corrientes na Argentina a

espécie foi coletada nas margens da UHE Yacyretd, rio Parana.

99



Habitat. A espécie foi registrada em ambiente de Mata Atlantica, nas margens do rio Piracicaba,

(Figura 22) (22.679111° S; 47.540663° W), afluente da margem direita do rio Tieté.

Figura 22. Habitat de Phrynops waglerii, Rio Piracicaba, municipio de Piracicaba, Sao Paulo.

Discussao

As populagdees consideradas como Phrynops geoffroanus observadas no presente estudo
representam clados de linhagens agregadas que sdo alopatricas. Embora as evidéncias de
divergéncias morfométricas, morfoldgicas e genéticas sejam consistente com o isolamento
reprodutivo, nos casos de alopatria ¢ necessario que haja um julgamento do status das espécies
com base no grau de diferenciagdo entre elas (Georges & Thomson, 2010).

Os resultados de nossas analises mostram uma separagdo entre P. geoffroanus € as
espécies que atualmente sdo consideradas sindnimos deste taxon. Ficou evidenciado neste estudo
que as populacdes agregadas relacionadas aos distintos biomas e bacias hidrograficas brasileira
sdo profundamente distintos de P. geoffroanus. Sendo assim, decidimos dividir o complexo de

espécies de P. geoffroanus revalidando as espécies P. depressa, P. viridis e P. waglerii.
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A linhagem do Nordeste/Centro-oeste (Phrynops viridis) difere em 1,7%, a linhagem do
Sudeste/Caratinga  (Phrynops depressa) difere em 1,4% e a linhagem Centro-
oeste/Sudeste/Sul/Argentina (Phrynops waglerii) difere em 1,0% respectivamente de P.
geoffroanus por meio da codificacdo de nucleotideos mitocondriais Citocromo oxidase [ —
(COI). Quando comparadas as distancias genéticas entre P. depressa, P. viridis e P. waglerii elas
foram maiores >2% entre si.

De acordo com o estudo de Reid ef al. (2011) o codigo de barras baseado em distancia
genética usa um corte de 2% de divergéncia para vertebrados para determinar a identidade das
espécies, implicando que os individuos devem ser <2% divergentes de membros de sua propria
espécie e >2% divergentes de membros de outras espécies. Os niveis baixos de divergéncia
intraespecifica encontrados entre as espécies P. depressa, P. viridis € P. waglerii comparado
com P. geoffroanus podem ter sido causados por radiagdes evolutivas recentes associados as
baixas taxas de evolucdo do mtDNA que ja foram previamente observados em tartarugas (Reid
etal. . 2011).

Na busca de diferencas alélicas para delimitagdo de espécies, a utilizagdo do
polimorfismo de nucleotideos tinicos (SNPs) (Seeb et al. 2011) tem sido eficaz e promissor para
rastrear diferengas alélicas fixas em espécies amplamente distribuidas (Martinez et al. 2016),
mas esta técnica multilocus tem sido pouco utilizada em queldnios (e.g Fritz e/ al. 2005, 2007).

O complemento de dados genéticos sdo congruentes com as andlises morfométricas,
morfologicas, que mostram as espécies P. depressa, P. viridis e Phrynops waglerii sdo separadas
por distancia generalizada, estes resultados corroboram com o estudo de Carvalho ef al. (2016),
que encontraram 1380 SNP’s privativos nas populagdess que atualmente eram consideradas
como P. geoffroanus.

Phrynops tuberosus faz parte do complexo de espécies P. geoffroanus foi incluida por
Rhodin e Mittermeier (1983), mais alguns autore tem considerado estd espécie uma subespécie

de P. geoffroanus (e.g Wermuth & Mertens, 1961). No presente estudo ficou evidenciado que
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este tdxonn ndo ¢ uma subespécie de P. geoffroanus e sim uma espécie valida nas andlises do
mtDNA. No entanto, P. hilarii se posicionou dentro das populag¢dess agregadas de P. waglerii e
P. geoffroanus. Diante desses resultados se faz necessario ampliar o nimero de amostras deste
taxon para tentar elucidar seu status taxondmico. E finalmente, resultados genéticos mostraram
que Phrynops williamsi € a espécie mais basal deste género.

Com a revalidagdo das trés espécies P. depressa, P. viridis € Phrynops waglerii, o
namero de espécies do género Phrynops passou de quatro para sete. No entanto, a riqueza de
espécies dentro deste género ainda parece subestimada, dada a existéncia de uma espécie nao
descrita que foi revelada neste estudo proveniente do norte do Brasil (Carvalho et al. em prep.),

o que demostra que a familia Chelidae vem sendo subestimada ao longo de décadas.

Conservacao.

Por meio dos resultados apresentados nesta revisdo taxondmica, o status de conservagao
das espécies contidas no género Phrynops necessitam de uma revaliagdo, uma vez que o status
de todas as espécies encontram-se atualmente inadequados, devido a falta de conhecimento sobre
a real distribui¢do geografica de cada um dos tdxons. Esperamos que em futuras avaliacdes dos
quelonios continentais brasileiros possam resultar em novas categorias de conservagao, uma vez

que estas espécies podem estar inseridas em categorias inferiores a sua realidade.
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Appendix 1. Specimens examined.

Phrynops waglerii — Group A (n = 90) — BRAZIL: SAO PAULO: Piracicaba, Rio
Piracicaba (INPA-H 26122-26135); Castilho, Reserva Particular do Patrimdnio Natural Foz do
rio Aguapei (INPA-H 34348, 34349; 34253-34256; 34291-34294; 34296); Anhembi, Rio
Piracicaba (INPA-H 34302-34303); MINAS GERAIS: Uberlandia, Rio Uberabinha (INPA-H
27591-27605); PARANA: Londrina, Ribeirdo Linddéia (INPA-H 29044-29056); MATO
GROSSO DO SUL: Campo Grande, Coérrego Anahanduinzinho (INPA-H 27621-27635);
DISTRITO FEDERAL: Brasilia, Lago Paranoa (INPA-H 27606-27620); MATO GROSSO:

Porto Estrela, Estagdo Ecologica Serra das Araras, Rio Camarinha (INPA-H 30419-30423).

Phrynops geoffroanus — Group B (n = 24) — BRAZIL: MATO GROSSO: Cuiaba, Cérrego
do Coxipo (INPA-H 30416-30418; 34260-34261); Barra do Gargas, Rio Araguaia (INPA-H

34257-34258; 34262-34263); TOCANTINS: Distrito de Taquarugu, Palmas, Corrego
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Taquaruguzinho, (INPA-H 34889-34900); PARA: Alter do Chéo, Santarém (INPA-H 33841-

33843).

Phrynops sp. — Group C (n = 11) — BRAZIL: RONDONIA: Cacoal, Cérrego Pirarara
(INPA-H 34902-34906); Ji-Parand, Reserva Biologica Jaru (INPA-H 34345-34347); MATO

GROSSO: Aripuana, UHE Dardanelos, Rio Aripuana (INPA-H 34904, 34908-349009).

Phrynops viridis — Group D (n = 60) — BRAZIL: RIO GRANDE DO NORTE: Caico,
Lago Itans (INPA-H 27987-28001); PERNAMBUCO: Tamandaré, Reserva Bioldgica Saltinho,
Rio Paquevira (INPA-H 27792-27803; BAHIA: Carinhanha, Rio Carinhanha (INPA-H 34879-

34888); CEARA: Juazeiro do Norte, Rio Palmeiras (INPA-H 30525-30535).
Phrynops depressa — Group E (n = 14) — BRAZIL: MINAS GERAIS: Caratinga, Reserva
Particular do Patrimonio Natural — Feliciano Miguel Abdala, Rio Manhuagu (INPA-H 27804-

27817).

Phrynops williamsi — (n = 07) — BRAZIL: RIO GRANDE DO SUL: Picada Café, Rio

Cadeia (INPA-H 33819-33825).
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Abstract

We developed forensic nuclear SNPs for the side-necked turtle, Phrynops geoffroanus,
using next-generation sequencing-based genotyping. We created a reduced-representation library
for 23 individuals representing four previously identified lineages of P. geoffroanus using the
ddRAD methodology for sequencing on the IonTorrent PGM. We analyzed the sequence data
using the Stacks pipeline. We found 811 /loci containing 1380 private SNPs. Of these, 473 were
fixed in lineages 1, 2 and 3, or with frequency >0.91 in lineage 4. Seventy three SNPs could be
useful for forensics purpose (assignment of individuals to lineage of origin) using traditional
PCR-based genotyping methods.

Keywords: Geoffroy’s side-necked turtle; wildlife molecular forensics; illegal
trade/smuggling; molecular markers for individual traceability; conservation genomics;

IonTorrent PGM.
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The Geoffroy’s Side-necked Turtle, Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812), is a
Neotropical freshwater turtle with the broadest geographical distribution of all species of the
Chelidae family, occurring from southern Venezuela to northern Argentina (van Dijk et al.
2014). In Brazil, this species occurs in the Amazon, Caatinga, Cerrado and Atlantic Forest
biomes (van Dijk et al. 2014) where it inhabits a diversity of aquatic habitat ranging from
streams to large rivers and lakes (Rueda-Almonacid et al. 2007; Vogt 2008; Paez et al. 2012).
The species is morphologically variable, which combined with its extensive geographical
distribution, raises the possibility of the existence of cryptic taxa (Rueda-Almonacid et al. 2007,

Vogt 2008; Schneider et al. 2011).

The turtles are the world’s most threatened vertebrates with approximately 60% of the
species listed in one of the endangered categories of the IUCN (van Dijk et al. 2014). Principal
contributing factors are habitat loss, overexploitation for the bush-meat trade, capture for sale as
pets and uses in traditional folk medicine (Gibbons et al. 2000; Moll and Moll 2004; Bour 2008).
In spite of the precarious conservation state of majority of turtles, the conservation status of P.

geoffroanus has still not been assessed for the [UCN.

Molecular markers provide a versatile tool set for the identification of populations and
individuals, contributing to the resolution of taxonomic uncertainties, and the identification of
intraspecific conservation units (Avise 2004; Arif et al. 2011). Molecular markers can also
provide highly sensitive and accurate tools for identifying poached animals—via the use of
“forensic” molecular markers for the assignment of individuals to a specific region, population

or lineage of origin—thus improving the enforceability of wildlife laws (Iyengar 2014).
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Currently, no population genetic studies of P. geoffroanus have been published, and
SNPs or others genomics markers have not been reported either. However, a phylogeographic
analysis using mtDNA markers resulted in the identification of four geographically restricted
lineages of P. geoffroanus from Brazil (Carvalho et al. in prep). In this study, we identified SNP

markers useful for assignment of individuals to these previously identified lineages (Fig. 1).
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Fig. 1 Distribution and localization of the geographical lineages for the Geoffroy’s Side-necked

Turtle, Phrynops geoffroanus, in Brazil, for which the forensic SNP markers were developed.

These markers could be used as molecular tools for conservation genetic studies, and for
surveillance/monitoring activities addressed to preventing poaching, illegal trade, detection of

protected species within conservation areas and smuggling.

Turtles were collected from throughout the range of this species in Brazil. We extracted

gDNA from muscle tissue of 23 individuals (3 to 9 samples for each mitochondrial lineage)
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using a phenol chloroform extraction protocol (Sambrook and Russell 2001). Next, we
developed a reduced-representation library following the principles of the ddRAD methodology
of Peterson et al. (2012). We used 200 ng of DNA for each individual and then each sample was
simultaneously restricted with Sdal and Csp6l restriction enzymes (Thermo Scientific) and
ligated to the IonTorrent “P” and barcoded “A” adaptors, simultaneously, as described in
Martinez et al. (2016). PCR-enrichment of each individual library, purification and
quantification by fluorometry was carried out as described in Martinez et al. (2016). All samples
were pooled to equimolar concentrations and a size range between 370-450 bp was captured
using Pippin Prep (Sage Science, Inc.). Subsequently, a clonal PCR amplification was performed
using the Ton PGM OT2 400 kit (Life Technologies™), and sequencing was carried out on a 318
Ton PGM chip (Life Technologies™) using the Ion PGM Sequencing 400 kit. Detailed protocol

is available online at https://github.com/legalLab/protocols-scripts.

After sequencing on the IonTorrent PGM, we imported the sequences (3,280,985) into
the software Stacks v1.13 (Catchen et al. 2011) (see run parameters in Online Resource 1). Then,
we demultiplexed the sequence data by barcodes and removed reads with Phred score < 20 using
the process radtags.pl script. Next, we generated a catalog of all SNPs, containing /oci and
consensuses from all samples using a minimum 5x coverage for allele construction using the
denovo_map.pl script. Finally, we used the population.pl script, calculating inter and intra-group
summary statistics for the lineages samples, restringing the occurrence of each locus to at least
90% of individuals in each lineage and a lower limit for the minor allele frequency of 0.01,
obtaining a final set of loci and statistics for the recovered SNPs for all lineages in the

SUMSTATS file.

After filtering in Stacks pipeline, we obtained 3,212,015 high-quality reads. We
generated 170,479 5x coverage or greater tags in the catalog, which contained 24,947

polymorphic loci. These 24,947 loci represented 33,226 SNPs, of which 1,692 loci (5,713 SNPs)
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were recovered in the four lineages. After further filtering, we found 811 /oci containing 1380
private SNPs (See Fig 2). Of these, we selected SNPs fixed in each lineage. This criterion
allowed the recovery of a total of 350 SNPs from lineages 1, 2 and 3, but no fixed private SNPs
were observed in lineage 4. Using a relaxed criterion of private allele frequency > 0.9, we

recovered 123 diagnostic SNPs for lineage 4 (See details in the Fig 2 and Online Resource 2).
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Fig. 2 Graph number of private SNPs, number of fixed private SNPs (lineages 1, 2 and 3) or
fixed private SNPs with frequency >0.91, and number of private SNP containing loci with

flanking regions >80 bp considered candidate targets for primer design.

Of these 473 SNPs representing 366 loci, 73 loci showed a SNP flanking region > 80 bp
(Table 1; Online Resource 2) and were considered candidate targets for primer design for the use

of these loci in traditional PCR-based genotyping methods. Primers were designed from the
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consensus tag sequences (GenBank accession ID KX811120- KX811192) in the Batchprimer3

tool plugin (You et al. 2008) of the software Geneious 7.0.6 (Kearse et al. 2012).

In conclusion, we expect that these forensic SNP markers will become an important and
useful genomic tool for monitoring legal and illegal trade of P. geoffroanus, and for conservation

genomics studies focusing on this species.
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